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RESUMO 
 
Resumo 
 xx 
 A enzima conversora de angiotensina (ECA) é uma metaloproteinase que 
converte angiotensina I (AngI), no octapeptídeo vasopressor angiotensina II (AngII), 
e inativa a bradicinina (BK), um peptídeo vasodilatador. A carboxipeptidase M (CPM) 
é uma enzima fixada na membrana por âncora de GPI, cujo domínio catalítico possui 
atividade carboxipeptidásica que hidrolisa resíduos em C-terminal (Arg ou Lys), 
gerando agonistas para os receptores B1. Apesar de várias décadas de estudos, 
recentemente novos aspectos do mecanismo de ação dessas enzimas tem sido 
elucidados, expandindo nosso conhecimento. Sabe-se que a ECA e os receptores 
B2, bem como a CPM e os receptores B1 de cininas estão co-localizados em 
microdomínios da membrana plasmática, interagindo entre si, de maneira que as 
enzimas facilitam a sinalização desses receptores. A interação enzima-receptor em 
microdomínios da membrana plasmática é relativamente pouco estudada na 
literatura, sobretudo sob o aspecto da enzima. Neste contexto, este estudo torna-se 
determinante ao se considerar o papel das ectoenzimas, como a ECA e a CPM, no 
papel fisiológico e fisiopatológico do sistema calicreína-cininas. Neste trabalho é 
mostrado que a interação física entre estas enzimas e os receptores de cininas 
promove modulação em suas atividades enzimáticas em diversos modelos celulares. 
Além disto, a interação entre as próprias enzimas, ECA e CPM, altera a homeostase 
da carboxipeptidase na membrana plasmática, influenciando sua liberação da 
superfície celular para o meio. Este trabalho irá contribuir não só para o 
entendimento geral do mecanismo de controle dessas interações no sistema 
calicreína-cininas, mas também localmente, influenciando na função endotelial. 
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1.1. Sistema Calicreína-Cininas 
 
 O sistema calicreína-cininas tem sua ação por meio de dois subtipos de 
receptores de membrana plasmática, ligados a mecanismos variados de transdução 
– os receptores B1 e B2 de cininas, as quais são seus agonistas e provêm dos 
cininogênios por ação das enzimas denominadas calicreínas; as cininas ainda têm 
sua ação abolida por enzimas de degradação (cininases) (Bhoola KD e cols, 1992). 
O resultado da ação desse sistema mostrou-se variável na dependência de uma 
série de fatores, podendo traduzir-se em alterações na pressão arterial, contração 
ou relaxamento da musculatura lisa, aumento de permeabilidade vascular, aumento 
de resistência das vias aéreas, modulação da função renal, geração de dor, 
participação em processos inflamatórios, proliferação celular, regeneração tecidual, 
angiogênese, entre outros (Bhoola KD e cols, 1992; Rhaleb NE e cols, 2011; Regoli 
D e cols, 2012). 
 A bradicinina (BK) é liberada do cininogênio de alto peso molecular pela 
calicreína plasmática, enquanto que a Lys-BK (ou calidina) deriva da ação da 
calicreína tecidual sobre o cininogênio de baixo peso molecular (Figura 1). Estes 
dois peptídeos naturais são, além de agonistas dos receptores B2, substratos das 
carboxipeptidases plasmática e daquela ancorada na membrana (CPN/M, 
respectivamente; ou cininases do tipo I), convertendo-os em des-Arg-cininas, os 
quais são agonistas dos receptores B1 de rato (e camundongo) e humano (Marceau 
et al., 1998; Regoli et al., 1980). 
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Figura 1. Representação do sistema calicreína-cininas (Marceau F & Regoli D, 2004). 
  
1.2. Receptores de cininas 
 
 Estudos farmacológicos demonstraram que as cininas desempenham seu 
grande espectro de ação pela ativação de dois subtipos de receptores denominados 
B1 e B2 (revisado por Regoli D e Barabé J, 1980). Esses receptores pertencem à 
grande família dos receptores acoplados à proteína G (GPCRs) e possuem sete 
hélices transmembranais, que apresentam 20-30 resíduos hidrofóbicos, ligados por 
três alças extracelulares e três citoplasmáticas, possuindo uma região N-terminal 
extracelular e um domínio C-terminal citoplasmático. A homologia entre os dois 
receptores das cininas é de cerca de 40%, sendo que a maior parte do segmento 
conservado encontra-se na região transmembrana (Menke JG e cols, 1994). As 
alças intracelulares apresentam a menor homologia, a despeito do fato de que os 
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dois receptores acoplam-se à mesma subunidade L da proteína Gq (Austin CE e 
cols, 1997). 
 Entretanto, apesar de pertencerem à mesma família, os receptores diferem 
significativamente considerando as respostas induzidas pelas diferentes cininas, 
sendo o receptor B2 ativado preferencialmente por BK e Lys-BK (LBK), e o receptor 
B1 ativado pelos metabólitos des-Arg
9-BK (DBK) e Lys-des-Arg9-BK (Marceau F, 
1995).  
 Acredita-se que a maior parte das ações da BK e LBK seja mediada pelo 
receptor B2. Este receptor possui baixa afinidade pela DBK. Em 1994, Wang DZ e 
colaboradores elucidaram a estrutura genômica deste receptor em ratos, 
observando que o gene continha três éxons separados por dois íntrons. Divergindo 
deste grupo, Pesquero JB e cols, 1994 mostraram a presença de quatro éxons e três 
íntrons no gene que codifica o receptor B2 das cininas em ratos, além de 
demonstrarem a existência de splicing alternativo no éxon 3 do gene. 
 Os receptores B2 têm sido descritos em numerosas preparações in vitro, 
incluindo aquelas do trato intestinal, cardiovascular, genitourinário e respiratório e 
em tecidos ocular e neuronal (Hall JM, 1992). Obedecendo a esta larga distribuição, 
a maioria dos efeitos in vivo das cininas tem sido atribuída à ativação do receptor B2, 
incluindo broncoconstrição, hipotensão, reações inflamatórias agudas, dor e 
hiperalgesia (Hall JM, 1992). Este receptor não apresenta atividade constitutiva 
(Leeb-Lundberg LM e cols, 2001) e, após estimulação, gera um aumento transiente 
na concentração de cálcio (Ca+2) intracelular, [Ca2+]i, seguido de uma rápida 
dessensibilização e internalização (Faussner A e cols, 1999), 
 Os primeiros antagonistas competitivos e seletivos do receptor B2 foram 
descritos por Stewart JM e cols, 1995. Atualmente o antagonista mais usado é o 
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HOE-140 (Hock FJ e cols, 1991), que tem alta afinidade (pA2 8.5-10.5) por este 
receptor, sendo esta afinidade 100 vezes maior que a dos antagonistas descritos 
previamente. 
 Enquanto o receptor B2 é amplamente distribuído nos tecidos de mamíferos, 
o subtipo B1 é induzível (Marceau F e cols, 1998), constitutivamente ativo (Leeb-
Lundberg LM e cols, 2001), após estimulação mantém o aumento na [Ca2+]i, não 
está sujeito à dessensibilização (Faussner A e cols, 1999), é translocado da 
membrana e sofre agregação (Kang DS e cols, 2005). 
 Em alguns tipos celulares, nos quais a indução do receptor B1 é rapidamente 
observada, como neurônios sensoriais primários (Ma QP, 2001), os dois subtipos de 
receptores estão co-expressos e comunicam-se. A ativação do receptor B2 ocorre na 
fase inicial do processo inflamatório (fase aguda) e, por meio de mecanismos auto-
regulatórios, ocorre a dessensibilização do receptor B2, seguida por um aumento na 
expressão do receptor B1. A estimulação com os agonistas dos dois subtipos de 
receptores favorece a indução do receptor B1, sendo o efeito da bradicinina mediado 
por IL-1  (Phagoo SB e cols, 1999). 
 
1.3. Enzimas 
 
 O interesse no estudo das enzimas que clivam as cininas, as cininases, foi 
inspirado na degradação da acetilcolina pelas colinesterases, em que fica evidente 
que a melhor estratégia terapêutica é aumentar os níveis da acetilcolina por inibição 
dessas enzimas que a degradam, em detrimento da administração do agonista em si 
(Erdös EG e cols, 2002 ). 
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 Embora se tenha visto que uma diversidade de outras peptidases também 
clivam as cininas (Erdös EG e Skidgel RA, 1997; Erdös EG e cols, 2002), cujos 
papéis dependem do tecido e condições fisiopatológicas em que se encontram, a 
enzima conversora de angiotensina I (ECA, cininase II) e as carboxipeptidases do 
tipo cininases I ainda permanecem como enzimas-chave na regulação da função 
dos receptores B1 e B2 de cininas. 
 Em relação às carboxipeptidases (CP), elas podem ser divididas em dois 
grupos, baseando-se na especificidade pelo substrato. As CP do tipo A são enzimas 
que clivam preferencialmente resíduos hidrofóbicos em C-terminal, enquanto que 
aquelas do tipo B hidrolisam somente os resíduos em C-terminal que tenham Arg ou 
Lys (Skidgel RA, 1996). Sendo assim, essas últimas são ótimas candidatas para 
geração de agonistas para os receptores B1, estimulando sua sinalização. 
  
1.3.1. Enzima Conversora de Angiotensina I 
 
 A enzima conversora da angiotensina (ECA), também conhecida como 
peptidil-dipeptidase A ou cininase II, é uma metalopeptidase transmembranar 
dependente de zinco e cloreto, que cliva dipeptídeos em carboxi-terminal de uma 
variedade de substratos (Arnal JF e cols, 1994). 
 Uma das principais funções da ECA é a regulação de funções 
cardiovasculares, como a conversão do decapaptídeo angiotensina I (Ang I) em seu 
octapeptídeo vasoconstritor e proliferativo angiotensina II (Ang II), e a inativação do 
nonapeptídeo vasodilatador BK (Yang HY e cols, 1971). A enzima também hidrolisa 
outros substratos, como a angiotensina 1-7, Ac-SDKP, substância P, colecistocinina, 
hemopressina e proteína -amilóide (revisado por Fleming I, 2006).  
Introdução 
7 
 
 Em humanos, há duas isoformas da ECA, codificada por um único gene de 
21 Kb localizado no cromossomo 17, que contém 26 éxons e 25 íntrons (Hubert C e 
cols, 1991): a forma somática ou tecidual, que é particularmente abundante na 
superfície de células endoteliais de vasos pulmonares, mas que também é expressa 
em outros tipos de células endoteliais, bem como células musculares, monócitos, 
linfócitos T e adipócitos; e a forma germinal ou testicular, presente exclusivamente 
nos testículos (Xiao HD e cols, 2004). 
 A ECA testicular é a forma ancestral da molécula, consistindo em uma 
porção intracelular, uma porção transmembrana e possui um único sítio ativo 
extracelular, correspondente ao domínio C (Natesh R e cols, 2003). 
 A ECA tecidual é consequência de duplicação gênica (Lattion AL e cols, 
1989), composta por 1306 resíduos de aminoácidos e possui 17 sítios potenciais de 
N-glicosilação; também corresponde a uma porção intracelular e transmembrana, 
mas, diferentemente da ECA testicular, é composta por dois domínios extracelulares 
(sítios ativos), o domínio N e o domínio C (figura 2). Cada um desses domínios 
extracelulares contém uma sequência HEXXH de resíduos de aminoácidos, na qual 
os dois resíduos de histidina funcionam como ligantes para o zinco; juntamente com 
a glutamina, localizada 23-24 resíduos em direção à extremidade C-terminal, e com 
uma molécula de água, eles formam uma geometria tetraédrica com o metal 
(revisado por Riordan JF, 2003). O domínio C demonstra ter uma significativa 
dependência de íons cloreto (Wei L e cols, 1991; Jaspard E e cols, 1993), sendo 
mais sensível à proteólise (Sturrock ED e cols, 1997), enquanto que o domínio N 
apresenta importante estabilidade térmica (Voronov S e cols, 2002). 
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Figura 2. Representação esquemática da ECA ancorada na membrana (figura adaptada de Kohlstedt 
e cols, 2002). 
 
 
 A estrutura do domínio N da ECA somática é ainda desconhecida, mas 
espera-se que o domínio C seja idêntico ao da ECA testicular. Apesar disso, há 
diferenças nas funções entre os domínios, em que a conversão da Ang I parece 
acontecer preferencialmente no domínio C, cuja inibição seletiva é suficiente para 
prevenir a vasoconstrição induzida pela Ang I, em pequenas artérias coronarianas 
de porco (van Esch JHM e cols, 2005). Por outro lado, ambos os domínios C e N 
contribuem para a degradação da BK (van Esch JHM e cols, 2005), enquanto que a 
angiotensina 1-7 é clivada pelo domínio N da ECA e inibe a atividade enzimática do 
domínio C (Fernandez JH e cols 2003). Há evidências de que a inibição específica 
do domínio N pelo peptídeo RXP407 não promove efeitos na pressão arterial (Junot 
C e cols, 2001). 
 Ambas isoformas existem ou como ectoenzimas presentes na superfície 
celular, ou estão solúveis no plasma. A ECA solúvel é derivada da forma 
transmembranar por ação de uma classe de proteases referidas como as proteases 
Ang I
Ang II
BK
fragmentos
inativos
domínio C
domínio N
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solubilizantes de proteína de membrana, sheddases ou secretases, também 
presentes no plasma e em outros fluidos corporais, que liberam aquela enzima da 
membrana (shedding), entre os resíduos de Arg1203 e Ser1204 (Woodman ZL e cols, 
2000 e 2006). 
 A relevância fisiológica/ patofisiológica da forma solúvel não está bem clara 
(Xiao HD e cols, 2004) e, apesar de uma mutação pontual na porção 
justamembranar da ECA causar um considerável aumento dos seus níveis no 
plasma, sem, no entanto, causar anormalidades clínicas (Kramers C e cols, 2001), 
tais níveis elevados foram correlacionados a doenças cardiovasculares (Oosterga M 
e cols, 1997). 
 
1.3.2. Funções fisiológicas da ECA 
 
 A participação da ECA nos sistemas renina-angiotensinas e calicreína-
cininas já é conhecida há muito tempo e está bem estabelecida. A atividade ECA 
somática desempenha um importante papel na regulação da pressão arterial e no 
rearranjo vascular. Esses efeitos merecem destaque em modelos de ratos com 
artérias carótidas intactas, que receberam, in vivo, o gene que codifica a ECA, o que 
resultou no desenvolvimento de hipertrofia vascular independente de fatores 
sistêmicos ou dinâmicos (Morishita R e cols, 1994). Xiao HD e cols, 2004 também 
mostraram que a superexpressão da ECA no coração resulta em alterações 
morfológicas nos átrios, arritmia e morte súbita em camundongos. 
 No entanto, apesar de análises em microarray da expressão gênica da ECA 
indicar que ela está virtualmente presente em todos os tecidos (revisado por Coates 
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D e cols, 2003), o papel funcional desta enzima em muitos tecidos ainda não está 
bem definido. 
 
1.3.3. Inibição da ECA 
 
 A inibição da ECA é uma valiosa terapia no tratamento da hipertensão e 
insuficiência cardíaca, por melhorar a função endotelial (Mancini GBJ e cols, 1996) e 
estimular o rearranjo vascular (Schartl M e cols, 1994), bem como atenuar a 
progressão da aterosclerose e a ocorrência de eventos cardiovasculares em 
humanos (Lonn EM e cols, 2001). Ainda, uma variedade de estudos em animais e 
testes clínicos mostrou que a inibição da ECA somática poderia prevenir a 
diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico associado à disfunção endotelial, e, 
com isto, restaurar a função endotelial (revisado por Dzau VJ e cols, 2002). 
 Pensava-se que os efeitos deletérios da ECA no sistema cardiovascular 
eram consequências da formação de Ang II, a qual inicia uma cascata envolvendo 
aumento na produção de radicais livres e proliferação de células do músculo liso 
vascular (Basso N e cols, 2007). Desse modo, diversos estudos confirmam a 
hipótese de que os efeitos dos inibidores da ECA dão-se via inibição da geração de 
Ang II (Unger T e cols, 1990). Entretanto, crescem evidências indicando que os 
efeitos anti-hipertensivos e cardioprotetores desses inibidores podem ser via 
redução da degradação da BK, a qual é mais prontamente hidrolisada pela ECA 
quando comparada à Ang I (Soubrier F e cols, 1993), com aumento resultante dos 
seus níveis endógenos (Dendorfer A e cols, 1999). Assim, os inibidores da ECA são 
uma classe de drogas que modulam a atividade daquela enzima, tendo como 
consequências alterações no balanço entre as propriedades vasoconstritoras, 
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retentoras de sal e hipertróficas da Ang II, e as propriedades vasodilatadoras e 
natriuréticas da BK (revisado por Dzau VJ e cols 2002). 
  
1.3.4. Carboxipeptidase M 
 
 A carboxipeptidase M (CPM) possui atividade carboxipeptidásica do tipo B e 
pertence à subfamília metaloproteinases regulatórias CPN/E, sendo uma 
glicoproteína de 62 kDa, ligada à face externa da membrana celular via âncora de 
glicosilfosfatidilinositol (GPI), representada na figura 3 (Tan F e cols, 2003; Reverter 
D e cols, 2004). Ela é composta por um domínio catalítico N-terminal constituído por 
295 resíduos, seguido por um domínio β-sanduíche cônico de 86 resíduos e uma 
extensão de 25 resíduos na qual a âncora de GPI é pós-traducionalmente 
adicionada (Reverter D e cols, 2004). 
 
 
Figura 3. Representação esquemática da CPM ligada à membrana via âncora de GPI (figura 
adaptada de Zhang X e cols, 2011). 
 
 
 
 Ela é encontrada em vários tecidos e células de mamíferos, diferenciando na 
sua expressão dependendo do local e situação. É expressa especialmente no 
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pulmão, nos rins, placenta e em células da linhagem monocítica/macrofágica, onde 
sua expressão é aumentada durante a diferenciação (Nagae A e cols, 1993; Rehli M 
e cols, 1995). 
 Acredita-se que a CPM esteja envolvida no processamento pró-hormonal e 
na degradação de peptídeos e proteínas na superfície, devido à sua ampla 
distribuição e sua especificidade restrita à arginina ou lisina no C-terminal (Reverter 
D e cols, 2004; Skidgel RA e cols, 1989). Pelo fato de que a CPM cliva uma 
variedade de peptídeos ativos, como a bradicinina e anafilatoxinas, essa enzima 
poderia ser um fator protetor da superfície alveolar frente à ação de tais peptídeos 
(Nagae A e cols, 1993). 
 Apesar da CPM ser constitutivamente expressa em uma variedade de tipos 
celulares e tecidos, durante a inflamação ou sob estímulos inflamatórios, observa-se 
aumento considerável da sua expressão no pulmão ou em células endoteliais de 
aorta (Hadkar V e cols, 2004), acompanhando o aumento da expressão dos 
receptores B1 de cininas (Leeb-Lundberg e cols, 2005).  
 
1.4. Interação entre ECA e receptores B2 de cininas 
 
 A ECA e os receptores B2 de cininas estão co-localizados na membrana 
plasmática e interagem entre si (Minshall RD e cols, 1997; Marcic B e cols, 2000; 
Chen Z e cols, 2006). Isto pode ser observado pelo fato de que inibidores da enzima 
são capazes de amplificar a resposta via tais receptores. Estudos sugerem que os 
inibidores da ECA não apenas facilitam o acúmulo da BK localmente formada, mas 
também afetam diretamente a sinalização do receptor B2 de cininas, tendo como 
resultado o aumento da resposta à BK.  
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 Yang XP e cols, 2001 mostraram que os efeitos protetores do inibidor da 
ECA ramipril estavam diminuídos em camundongos knockout para o receptor B2 de 
cininas. Ainda, os inibidores da ECA aumentam os efeitos mediados pela BK na 
presença de concentrações submínimas da cinina e amplificam a resposta à BK na 
presença de um agonista do receptor B2 resistente à ação da ECA (Minshall RD e 
cols, 1997). Além disso, acredita-se que tais inibidores estabilizam o receptor B2 com 
alta afinidade (Minshall RD e cols, 1997), prevenindo e/ ou revertendo sua 
internalização via cavéolas (Haasemann M e cols, 1998). 
 Minshall RD e cols, 1997 sugeriram que os inibidores da ECA aumentam os 
efeitos da BK por indução de crosstalk na membrana entre a enzima e o receptor, 
apesar deste fato ainda ser controverso. Ainda, foi proposto que esta ativação 
indireta poderia ser dependente de uma relação alostérica entre a ECA e o receptor 
B2 de cininas, desde que a enzima esteja próxima do receptor para a ativação 
ocorrer, provavelmente devido à formação de heterodímero (Marcic B e cols, 2000). 
 Além disto, Sabatini RA e cols, 2008, verificaram que a interação entre ECA 
e receptores B2 de cininas é capaz de modular positivamente a atividade da enzima, 
ao estudar células CHO transfectadas com ambas as proteínas. 
 
1.5. Interação entre CPM e receptores B1 de cininas 
 
 A CPM desempenha importante papel que faz dela uma enzima ideal no 
processamento de des-Arg-cininas a partir de agonistas dos receptores B2, pois, 
além de ser uma enzima ligada à membrana plasmática, localiza-se em proximidade 
com o receptor B1 (Zhang X e cols, 2008).  
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 Consequentemente, esta mudança de sinalização para os receptores B1, em 
detrimento dos receptores B2, parece resultar em aumento da quantidade e do 
aporte de óxido nítrico (NO), em reposta à BK ou KD em células endoteliais da 
microvasculatura pulmonar humana, quando estimuladas por citocinas (Sangsree S 
e cols, 2003). Desta maneira, a enzima facilita a sinalização desses receptores 
(Zhang X e cols, 2008), cuja eficiência da sinalização é mediada pelo domínio C-
terminal da enzima, que transmite suas modificações conformacionais aos mesmos, 
quando na presença de BK ou KD (Zhang X e cols, 2011).   
 Por este motivo é considerável prever que também ocorra modulação na 
atividade da enzima. Entretanto, não há dados até o momento na literatura 
demonstrando o resultado desta interação sob o aspecto da CPM. 
 Neste trabalho, testaremos a hipótese de que essa interação também pode 
afetar a atividade enzimática da CPM, além de aprofundar na investigação da 
modulação na atividade da ECA pelos receptores de cininas e qual a implicação 
molecular da homeostase de ambas as enzimas do sistema calicreína-cininas em 
diferentes modelos celulares, para ajudar no melhor entendimento desse sistema no 
organismo em geral. 
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2.1. Objetivo geral 
 
 Avaliar a modulação da atividade da Enzima Conversora de Angiotensina I 
(ECA) e da Carboxipeptidase M (CPM) pela interação com os receptores B1 e B2 de 
cininas. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
- Análise da atividade enzimática da ECA na presença dos receptores de cininas 
frente ao substrato fluorescente Abz-FRK(Dnp)P-OH 
- Análise da atividade enzimática da ECA na presença dos receptores de cininas 
frente ao substrato endógeno Ang I 
- Análise da atividade enzimática da CPM na presença dos receptores de cininas 
frente ao substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH 
- Análise da expressão gênica da ECA e CPM na presença dos receptores de 
cininas 
- Análise da expressão proteica da ECA e CPM na presença dos receptores de 
cininas 
- Análise do shedding da ECA e CPM na presença dos receptores de cininas 
 
 Para o estudo do perfil enzimático da ECA e CPM, foram investigados os 
seguintes modelos: 
1. Cultura primária de células endotelais provenientes da vasculatura pulmonar de 
camundongos WT e knockout para os receptores B1 e B2 de cininas  
Objetivos 
17 
 
2. Cultura primária de células endotelais provenientes da vasculatura pulmonar de 
ratos WT e que superexpressam o receptor B1 no endotélio (TGR(Tie2B(1))). 
3. Tecidos provenientes de camundongos WT e knockout para os receptores B1 e B2 
de cininas 
4. Cultura de células HUVEC transfectadas com ECA e/ou ECA e receptores B1 de 
cininas
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3.1. Animais 
  
 Os experimentos foram realizados com camundongos B1
-/-, B2
-/- e B1B2
-/- 
(Pesquero JB e cols, 2000; Borkowski JA e cols, 1995; Cayla C e cols, 2007) 
originados por meio de retrocruzamentos de 10 gerações formadas de um mesclado 
inicial de camundongos (129/Sv e C57Bl/6) com camundongos C57Bl/6. Animais 
C57Bl/6 foram utilizados como controle (WT). Ainda foram utilizados ratos selvagens 
ou que superexpressam o receptor B1 no endotélio (Merino V e cols, 2008). Os 
animais foram obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais 
para a Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo 
(UNIFESP), Brasil. Eles foram mantidos em uma sala com temperatura mantida a 22 
ºC e ciclo claro-escuro (12 em 12 horas), com oferta ad libitum de água e ração 
padrão para roedores. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o 
guia NIH para cuidados com animais de laboratório e seus usos (Institute of 
Laboratory Animal Resources, National Academy Press, Washington DC, 1996), e 
enviados ao Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (nº processo: CEP 0100/08). 
 
 3.2. Tecidos 
 
 Os experimentos foram realizados com camundongos WT, B1-/-, B2-/- e     
B1B2-/-, cuja origem e manutenção foram anteriormente descritas. 
 Foram utilizados 4 animais de cada grupo, sendo que eles foram sacrificados 
por deslocamento cervical, cujos tecidos (coração, pulmão, rim, e sangue) foram 
retirados, imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados a – 80 °C 
até homogeneização. 
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3.3. Cultura primária de células endoteliais 
  
 Células endoteliais do leito vascular pulmonar foram cultivadas como descrito 
por Chen SF e cols, 1995. Animais selvagens (WT) e knockout para os receptores 
de cininas (B1-/-, B2-/- e B1B2-/-) foram sacrificados por deslocamento cervical e 
exsanguinados. Os pulmões foram isolados e lavados com PBS para retirada de 
sangue remanescente dos vasos pulmonares. Os tecidos foram cortados em 
pequenos pedaços, que foram transferidos para placas de cultura com 6 poços (35 
mm), e cultivados em meio DMEM suplementado com 20  % de soro bovino fetal, 
contendo 40 mg/L de gentamicina. Após 48 horas de cultura, os tecidos foram 
descartados e as células mantidas em estufa a 37 °C e 5 % de CO2, em atmosfera 
úmida. O meio foi trocado a cada 48 h, e as células foram subcultivadas entre o 6º – 
8º dia, utilizando-se tripsina-EDTA. As células semiconfluentes (80–90 %) foram 
usadas até a 5ª passagem. 
 
3.4. Cultura de células HUVEC transfectadas com ECA ou ECA e receptores B1 
  
 Foram utilizadas células das linhagens HUVEC (Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells), transfectadas com ECA ou ECA e receptores B1 de cininas, como 
descrito no “Apêndice B” deste trabalho. As células HUVEC foram cultivadas em 
garrafas contendo meio de cultura RPMI. Os meios foram suplementados com 10 % 
de soro fetal bovino e 2 mM de glutamina. Como antibióticos, foram utilizados 
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 µg/mL). As células foram mantidas em 
estufa a 37 °C e 5  % de CO2, em atmosfera úmida. O meio foi trocado a cada 3 dias 
e as células semi-confluentes (80 – 90 %) foram usadas em todos os estudos. 
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3.5. Atividade da ECA com o substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH 
 
3.5.1. Tecidos e sobrenadantes celulares 
 
 Os diferentes tecidos provenientes dos camundongos foram homogeneizados 
em tampão de homogeneização contendo Tris-HCl 0.1 M, NaCl 0.3 M, Triton X-100 
0.2  %, pH 7.2, utilizando-se 2 mL de tampão por g de tecido e centrifugados a 
20800 x g por 10 min a 4 °C, dos quais os precipitados foram desprezados.  
 Os sobrenadantes das células, ou seja, tampão HBSS, foram coletados em 
diferentes tempos (5 min a 2 h) e congelados a – 20 °C até a utilização. 
 Esta metodologia foi adaptada daquela descrita por Carmona AK e cols, 2006 
para a leitura em fluorímetro de placas de 96. Foram incubados 5 µL de cada 
homogenato separadamente com 10 µM do substrato fluorescente Abz–
FRK(Dnp)P–OH a 37 °C em tampão de incubação contendo 0.1 M Tris-HCl, 0.5 M 
NaCl, 10  µM  ZnCl2, pH 7.0, em volume  final de 200 µL. No caso dos 
sobrenadantes celulares, alíquotas de 200 µL foram incubadas com 10 µM do 
substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH diretamente no fluorímetro a 37 °C . A 
atividade enzimática foi continuamente monitorada  em um fluorímetro 
automatizado de leitura em microplaca (SPECTRAFluor Plus, TECAN) (ex = 320 
nm; em = 420 nm), equipado com um dispositivo de controle de temperatura e um 
agitador de placa.  Foram utilizadas placas pretas de poliestireno com 96 poços e 
fundo chato (NUNC). 
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3.5.2. Monocamada de células endoteliais 
  
 As células endoteliais foram transferidas para placas de 6 poços (Corning), na 
densidade de 1,5 x 105 céls/poço (90 % de confluência no dia do experimento). Elas 
foram lavadas com tampão HBSS (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 0,1 mM CaCl2, 0,63 
mM MgSO4, 1 mM Na2HPO4 e 6,1 mM glicose), contendo 10 M ZnCl2, pH 7,4, e 
incubadas no mesmo tampão com 10 M do peptídeo FRET Abz–FRK(Dnp)P–OH, 
na presença ou ausência do antagonista do receptor B1 de cininas (1 M R715, por 
30 min), do antagonista do receptor B2 (1 M HOE-140 ou icatibant, por 30 min), ou 
do reagente MβCD (metil-β-ciclodextrina; 1 mM, por 1 h), que sequestra moléculas 
de colesterol da membrana plasmática; ou ainda da ECA solúvel recombinante. 
Alíquotas (1 mL) do sobrenadante da cultura foram coletadas em diferentes tempos 
(0–60 min), com parada da reação a 0 °C. As alíquotas foram então transferidas 
para uma cubeta de caminho óptico de 1 cm. A fluorescência relativa final, 
correspondente a cada tempo de incubação (ex = 320 nm; em = 420 nm), foi 
medida em fluorímetro Hitachi F-2000. 
 
 Em ambos os casos, as unidades arbitrárias de fluorescência (UAF) foram 
convertidas em M de substrato hidrolisado, baseadas na curva de calibração obtida 
com uma solução de substrato completamente hidrolisado (Carmona AK e cols, 
2006; Sabatini RA e cols, 2007). A atividade da ECA foi inibida por 2,5 M do seu 
inibidor específico, lisinopril, utilizado como controle dos ensaios. O conteúdo 
protéico de cada amostra foi determinado pelo método de Bradford (Bradford M M, 
1976), utilizando-se albumina de soro bovino como padrão, como descrito no item 
3.8.. As medidas foram feitas em triplicata e os valores de atividade da ECA foram 
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mostrados como M de substrato hidrolisado por minuto por mg de proteína total 
(M/min.mg). 
 
3.6. Atividade da ECA com os substratos endógenos Ang I 
 
3.6.1. Tecidos 
 
 Os pulmões provenientes dos camundongos foram homogeneizados em 
tampão, como anteriormente descrito no item anterior. Foram utilizados 2 L do 
homogenato, os quais foram incubados com 10 M do substrato Ang I a 37 °C sob 
agitação, nos tempos de 0, 5, 15, 60 e 120 min (AngI), com parada da reação por 
mudança para pH ácido pela adição de TFA 10  %. 
 
3.6.2. Monocamada de células endoteliais 
  
 As células endoteliais foram transferidas para placas de 6 poços, na 
densidade de 105 céls/poço (90  % de confluência no dia do experimento). Elas 
foram lavadas com tampão HBSS, contendo 10 M ZnCl2, pH 7,4. A seguir, as 
células foram incubadas com 100 M de Ang I, na presença ou ausência do inibidor 
específico da ECA. Alíquotas (0.4 mL) do sobrenadante da cultura foram coletadas 
em diferentes tempos (0-360 min), com parada da reação por mudança para pH 
ácido, pela adição de ácido trifluoroacético (TFA) a 0,1  %. 
  Todas as amostras, nas quais a atividade de ECA foi determinada frente ao 
substrato endógeno Ang I, foram congeladas a - 20 °C até o momento de serem 
analisadas por cromatografia ou radioimunoensaio, como descritos a seguir.  
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 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (do inglês, HPLC) 
  
 Todos os peptídeos das cinéticas foram caracterizados analiticamente por 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), em um sistema Waters 717 Plus, 
constituído por duas bombas, controlador automático de gradiente, detector UV-Vis 
modelo 2489, injetor manual Rheodyne e um integrador modelo 746. Os solventes 
utilizados foram todos de grau HPLC e a água utilizada foi obtida por destilação em 
vidro e filtração em um sistema Milli-Q (Millipore), equipado com cartuchos para a 
retenção de sais e de compostos orgânicos. 
 A análise dos incubados com Ang I foi feita por HPLC, cuja coluna foi Vydac 
C18 (4.6 x 150 mm), 300 Å e 5 µM, equilibrada com solvente A (0.1  % TFA/H2O) e 
eluída com solvente B (0.1  % TFA – 60  % ACN/H2O), tendo como gradiente 30  % 
a 45  % (Ang I) de solvente B em 15 minutos; fluxo de 1.5 mL/min e detecção em 
comprimento de onda 220 nm. Alguns picos foram coletados e submetidos à análise 
em sequenciador automático de aminoácidos para a confirmação de sua sequência. 
As medidas foram feitas em duplicata ou triplicata. 
 
 Radioimunoensaio (do inglês, RIA) 
 
Para a medida de Ang I hidrolisada nos incubados celulares por 
radioimunoensaio (RIA), adicionaram-se a 50 µL daqueles em triplicata, 500 µL de 
anticorpo anti-Ang I (1:600.000) e 500 µL de 125I -Ang I (6 pg/mL) em tampão Ang I-
RIA (0.1 M Tris, 1 mM EDTA, 0.5 mg/mL BSA, pH 7.4) à temperatura ambiente. A 
seguir, foram adicionados 300 μL Norit A e dextran (1.25 g Norit A, 0.25 g Dextran T 
70 em 100 mL de tampão Ang I-RIA). Após 15 minutos, as amostras foram 
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centrifugadas a 4000 g por 20 min a 4 °C, cujo sobrenadante foi descartado, e os 
pellets foram submetidos ao contador gamma automático. Foi realizada curva-
padrão com diluições de 10 fg/mL a 5 pg/mL, como controle dos ensaios. Este 
ensaio foi realizado no Max Delbrück Center for Molecular Medicine (Berlim, 
Alemanha), estando de acordo com as regras do comitê de ética em pesquisa do 
comitê de biossegurança local, em relação ao uso de radioisótopos. 
 
3.7. Atividade da CPM com o substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH 
 
3.7.1. Sobrenadantes celulares 
 
 No caso da medida em sobrenadantes da cultura, somente tampão HBSS foi 
incubado na monocamada de células e coletado em diferentes tempos (15 min e 1 
h), nos quais se adicionaram 200 µM do substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH 
em cada ponto da cinética (0-60 min a 37 °C). Os procedimentos foram seguidos de 
acordo como descrito no item 3.7.2.. 
 
3.7.2. Monocamada de células 
 
 As células endoteliais foram transferidas para placas de 6 poços, na 
densidade de 105 células/poço (90  % de confluência no dia do experimento). Elas 
foram lavadas com tampão HBSS, contendo 10 µM ZnCl2, pH 7.4, e incubadas a    
37 °C no mesmo tampão com 200 µM do substrato fluorescente 5-dimethyl-
aminonaphthalene-1-sulfonyl-L-alanyl-L-arginine (Dansyl-Ala-Arg-OH, Bachem) 
(Zhang X e cols, 2011), na presença ou ausência dos antagonistas dos receptores 
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de cininas (R715, no caso do receptor B1 e HOE-140 no caso do receptor B2, por 30 
min), ou do reagente MβCD (metil-β-ciclodextrina; 1 mM, por 1 h), que sequestra 
moléculas de colesterol da membrana plasmática; ou de ECA solúvel recombinante. 
Alíquotas (200 µL) do sobrenadante da cultura foram coletadas em diferentes 
tempos (0–60 min), com parada da reação por mudança de pH, pela adição de 150 
µL de ácido cítrico 1 M pH 3.0. Foram adicionados 200 µM do substrato fluorescente 
Dansyl-Ala-Arg-OH em cada ponto da cinética (0-60 min a 37 °C). Em todos os 
casos, o produto fluorescente foi extraído da solução pela adição de 1 mL de 
clorofórmio, seguida de agitação. As alíquotas correspondentes à fase orgânica, isto 
é, do clorofórmio, foram então transferidas para uma placa preta de 96 poços e 
fundo redondo (Nunc). A fluorescência relativa final, correspondente a cada tempo 
de incubação (ex = 340 nm; em = 495 nm), foi medida em fluorímetro de placa 
(SPECTRAFluor Plus, TECAN). 
 A especificidade dos ensaios foi confirmada pela inibição da hidrólise do 
substrato Dansyl-Ala-Arg-OH pelo inibidor específico das carboxipeptidases 
regulatórias do tipo B, ácido DL-2-mercaptometil-3-guanidinoetiltiopropanóico 
(MGTA), o qual foi pré-incubado na quantidade de 20 µM por poço, por 30 minutos a 
37 °C. 
 As medidas foram feitas em duplicata e os valores de atividade da CPM em 
unidades arbitrárias de fluorescência (UAF) foram convertidas em M de substrato 
hidrolisado por minuto, baseadas na curva de calibração obtida com uma solução de 
substrato completamente hidrolisado, e normalizadas pelo conteúdo proteico total de 
cada amostra (M/min.mg). 
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3.8. Dosagem do conteúdo de proteína total 
 
 Após lavagem com PBS gelado, as células e/ou tecidos foram lisados, para 
extração de seu conteúdo proteico total, em tampão contendo 150 mM NaCl, 1  % 
Triton X-100, 50 mM Tris e coquetel de inibidores de proteases e fosfatases (Halt 
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail - Thermo Scientific), pH 8.0. A seguir, 
os lisados foram centrifugados (15000 x g/ 10 min/ 4 °C), cujos sobrenadantes foram 
coletados e armazenados a – 20 °C até sua utilização.  
 O conteúdo de proteína total dos lisados das células endoteliais foi 
determinado, baseando-se no método de Bradford (Bradford M M, 1976), com a 
utilização do Bradford Reagent (Fermentas) e de uma curva padrão de amostras, 
cujas concentrações foram conhecidas (0.00625, 0.125, 0.250, 0.5, 1 e 2 mg/mL), de 
albumina sérica bovina (BSA). Neste procedimento, 5 µL de cada amostra e/ ou de 
cada ponto da curva padrão foram incubados em placa de poliestireno, 96 poços, 
transparente e fundo chato (Nunc), com    250 µL do Bradford Reagent por 5 min a 
temperatura ambiente, protegidos da luz. Após este período, a absorbância a 595 
nm da mistura resultante foi determinada e os cálculos de concentração de proteína 
total das amostras desconhecidas foram feitos, baseados na curva padrão de BSA 
construída. 
 
3.9. Expressão proteica da ECA e CPM por Western blotting 
 
 A expressão de proteína foi determinada por Western blotting de acordo com 
Laemmli UK, 1970. As proteínas dos extratos celulares foram separadas por SDS-
PAGE (7,5 %) e transferidas para membranas de PVDF. As membranas foram 
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bloqueadas overnight a 4 °C em solução de bloqueio Odyssey Blocking Buffer (LI-
COR), e imunomarcadas com anticorpos primários específicos: anti-CPM 
(Rheabiotech) diluído 1:500, anti-ECA (clone 9B9, Chemicon) e anti-actina (clone 
C4, Chemicon), ambos  diluídos 1:1.000, por 1 h à temperatura ambiente. A seguir, 
foram incubadas por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo secundário 
adequado, conjugado fluoróforo (IRDye secondary antibodies - LI-COR), diluído 
1:10.000. Todos os anticorpos foram diluídos em tampão de bloqueio. As bandas 
imunorreativas foram visualizadas e foto documentadas no aparelho Odyssey 
Classic (LI-COR), procedendo-se de acordo com o fabricante. As bandas foram 
quantificadas pelo software ImageJ. 
 
3.10. Comparação da expressão proteica da ECA na membrana por citometria 
de fluxo em células endoteliais 
  
 As células foram cultivadas como descrito previamente e 106 células por 
amostra foram fixadas em paraformaldeído 2 % por 30 min. As células foram lavadas 
com 0,1 % de glicina diluída em PBS. A marcação primária foi realizada com o 
anticorpo anti-ECA (clone 2E2, Chemicon) fabricado em camundongo, durante 2 
horas, sendo revelado com anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 
(detector FL-1). As leituras foram realizadas no citômetro de fluxo FACsCalibur 
(Becton Dickinson, CA, USA), com prévia compensação das emissões capturadas 
no detector. Foi feita a quantificação da ECA presente na membrana das células 
provenientes dos diferentes grupos por comparação do deslocamento quando da 
marcação do anticorpo específico anti-ECA, em relação ao controle marcado 
somente com o anticorpo secundário e em relação ao grupo WT. 
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3.11. PCR em tempo real 
  
 A expressão do mRNA para diversos genes expressos nas células em cultura 
ou tecidos foi analisada por PCR em tempo real. O RNA total foi extraído das 
células, utilizando-se TRIzol® Reagent na proporção de 1 mL de TRIzol para cada 
10 cm2 de células em monocamada ou para cada mg de tecido, conforme a 
especificação do fabricante. Foram adicionados 0.2 mL de clorofórmio para cada 1 
mL de TRIzol, seguindo-se agitação e centrifugação (12000 x g/ 15 min/ 4 ºC). A 
solução resultante apresentou três fases, sendo que a fase aquosa correspondente 
ao RNA, foi precipitada com 0.5 mL de isopropanol para cada 1 mL de TRIzol 
(12000 x g/ 10 min/ 4 ºC). O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75 % para 
cada 1 mL de TRIzol e centrifugado (7500 x g/ 5 min/ 4 ºC).  Posteriormente, o RNA 
foi dissolvido em água livre de RNAse, sendo a concentração e a pureza 
determinadas pela absorbância a 260 nm (A260) e pela razão das absorbâncias 
A260/A280, respectivamente. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1 
%, na presença de SYBR® Green I Nucleic Acid Gel Stain (10.000x, Life 
Technologies), uma sonda fluorescente marcadora de ácidos nucléicos. O RNA foi 
aliquotado e estocado a - 80 ºC até seu uso. 
 O RNA total foi reversamente transcrito para DNA complementar (cDNA), 
utilizando-se a enzima M-MLV (Life Technologies - Invitrogen), de acordo com as 
instruções do fabricante. O cDNA foi então submetido à PCR em tempo real no 
aparelho 7500 Sequence Detection System (ABI Prism, Life Technologies), com a 
utilização dos sistemas TaqMan Gene Expression Assay (Life Technologies) e/ou 
SYBRGreen.  
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 Os conjuntos de primers utilizados estão na “Lista de primers” do presente 
trabalho. 
  As condições do ciclo de temperatura foram iniciadas por denaturação a 95 ºC 
por 10 min, 50 ciclos a 95 ºC por 15 s e 60 ºC por 1 min. Os experimentos foram 
feitos em triplicata para cada amostra.  
 O mRNA foi quantificado relativamente em relação a valores de referência do 
controle endógeno em questão. A expressão foi obtida do ciclo mínimo (Ct) de 
amplificação, associado ao crescimento exponencial dos produtos da PCR. Os 
valores quantitativos para a expressão foram obtidos do parâmetro 2-Ct, em que Ct 
representa a subtração dos valores do Ct do controle endógeno daqueles do gene-
alvo. As curvas padrão foram feitas em paralelo, para verificar a eficiência da 
reação. 
 
3.12. Análise Estatística 
  
 As diferenças entre os grupos foram analisadas em relação à significância 
estatística por análise de variância (ANOVA), seguido por teste de Bonferroni, ou 
teste t de Student não-pareado, dependendo do experimento. O valor de P < 0.05 foi 
considerado significante. 
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Parte I – Estudo da ECA em diferentes modelos: homogenato de tecidos, 
cultura primária de células endoteliais e células HUVEC transfectadas 
 
 Nesta primeira parte do estudo, foi investigada a modulação na atividade da 
ECA pelos receptores B1 e B2 de cininas de uma maneira global, ao se observar o 
perfil de sua homeostase em homogenato de tecidos provenientes de camundongos 
selvagens knockout para esses receptores.  
 Ainda, o estudo foi feito também sob o aspecto de um sistema natural, onde 
ambas as proteínas (enzima e receptores) estão intactos na membrana celular, fato 
que possibilita uma análise mais específica no que diz respeito à interação ente 
essas estruturas. Ou seja, foram utilizadas células endoteliais provenientes de 
cultura primária de vasculatura pulmonar de camundongos selvagem e knockout 
para aqueles receptores, e ratos que superexpressam o receptor B1 exclusivamente 
no endotélio.  
 Além disto, foi construído um modelo de célula endotelial transfectada com 
ECA e receptores B1 de cininas, com a finalidade de se estudar a modulação da 
enzima em um sistema dito ‘artificial’, em que ambas as proteínas estão 
superexpressas.  
 
4.1. Tecidos 
 
4.1.1. Atividade da ECA frente ao substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH 
em tecidos 
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 A modulação da atividade da ECA pelos receptores de cininas foi 
primeiramente avaliada neste sistema fisiológico, ou seja, em tecidos provenientes 
dos diferentes grupos dos animais.  
 A atividade da ECA nos tecidos provenientes dos animais selvagens e 
knockout para os receptores de cininas foi testada, incubando-se com 10 µM do 
substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH.  
 Vários órgãos foram utilizados no experimento, entre eles, o coração, o rim e 
o pulmão. Além disto, foi feita a atividade da ECA circulante, presente no plasma dos 
camundongos. 
 Não observamos diferença em relação à atividade da ECA plasmática entre 
os animais, como mostrado na figura 4. 
 
 
Figura 4. Atividade da ECA plasmática nos animais selvagens e knockout para os receptores 
de cininas. A atividade da ECA no plasma dos animais foi avaliada utilizando-se o substrato 
fluorescente Abz-FRK(Dnp)P-OH (10 µM/poço). Não houve diferença na atividade da ECA plasmática 
entre os animais dos diferentes grupos. A especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da 
hidrólise do substrato, após pré-incubação com 2,5 µM de lisinopril. Os valores representam a média 
± EPM do experimento (n = 6, em triplicata). 
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 Em relação aos homogenatos de tecidos, apesar da tendência à diminuição 
na atividade da ECA no coração e no rim dos animais onde o receptor B2 de cininas 
está ausente, não observamos diferença entre os grupos, de acordo com a figura 5. 
No pulmão, a atividade da enzima também é semelhante, não tendo diferença 
estatística. 
 
 
Figura 5. Atividade da ECA nos tecidos dos animais selvagens e knockout para os receptores 
de cininas. A atividade da ECA no coração, pulmão e rim dos animais foi avaliada utilizando-se o 
substrato fluorescente Abz-FRK(Dnp)P-OH (10 µM/poço). Apesar da tendência à diminuição na 
atividade da ECA presente nos diversos tecidos dos animais onde o receptor B2 está ausente, não 
houve diferença estatística. A especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do 
substrato, após pré-incubação com 2,5 µM de lisinopril. Os valores representam a média ± EPM do 
experimento (n = 4, em triplicata). 
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4.1.2. Atividade da ECA frente ao substrato endógeno angiotensina I em tecido 
pulmonar 
 
 Num primeiro momento, foi feita a padronização de tempo e quantidade de 
tecido utilizada, sendo que a atividade da ECA foi testada frente ao seu substrato 
endógeno angiotensina I (10-4 M), a qual foi incubada juntamente aos tecidos (2, 5 
ou 10 µL), nos tempos de 0 a 120 min em tampão de incubação, como descrito nos 
métodos. As amostras foram submetidas à análise em HPLC.  
 A figura 6 mostra o perfil de hidrólise da angiotensina I incubada com 2 µL de 
homogenato de pulmão, cuja quantidade foi a que melhor apresentou picos definidos 
dos produtos. Considerando o perfil dos picos nos tempos testados, foi possível 
executar a regressão linear e, dessa forma, calcular a cinética da ECA com esta 
metodologia. 
 Desse modo, uma vez realizada a padronização do ensaio, foi feita a cinética 
da ECA com os tecidos pulmonares provenientes de todos os grupos de animais 
para verificar a modulação da enzima. Sendo assim, a figura 7 representa o perfil de 
hidrólise da Ang I após 120 minutos de incubação de todos os grupos.  
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Figura 6. Perfil de eluição da hidrólise da angiotensina I em tecido pulmonar proveniente de 
animais selvagens. Homogenatos de pulmão (2 µL), provenientes de animais selvagens (n = 3), 
foram previamente incubados em diferentes tempos (0-120 min) com angiotensina I (10
-4
 M), a 37 °C 
sob agitação, para padronização do teste. As amostras foram submetidas à análise em HPLC, 
eluídas com solvente B (0,1 % TFA – 60 % ACN/H2O), no gradiente 30 % a 45 % de solvente em 15 
minutos, fluxo de 1,5 mL/min e detecção a 220 nm. 
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Figura 7. Perfil de eluição da hidrólise da angiotensina I, após 120 min de incubação com 
tecido pulmonar provenientes de animais selvagens e knockout para os receptores de cininas. 
Homogenatos de pulmão (2 µL) provenientes de animais do grupo selvagem e knockout para os 
receptores de cininas (n = 4), foram incubados com angiotensina I (10
-4
 M), a 37 °C sob agitação. 
Após 120 min de incubação, as amostras foram submetidas à análise em HPLC, eluídas com 
solvente B (0,1 % TFA – 60 % ACN/H2O), no gradiente 30 % a 45 % de solvente em 15 minutos, fluxo 
de 1,5 mL/min e detecção a 220 nm. 
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 Na figura 8 está mostrada a análise quantitativa da atividade da ECA em 
homogenato de pulmão dos diferentes grupos de animais, frente ao substrato 
endógeno angiotensina I, representada pela % de degradação daquele substrato por 
minuto, corrigida pela quantidade de proteína total das amostras. Não se observa 
diferença estatisticamente significante entre os grupos, ainda que haja uma 
tendência ao aumento na atividade da ECA nos grupos onde o receptor B2 de 
cininas está ausente.  
 
 
Figura 8. Atividade da ECA frente à angiotensina I em tecido pulmonar dos animais selvagens 
e knockout para os receptores de cininas. A atividade da ECA está representada pelos valores do 
slope da regressão linear da % de angiotensina I degradada por min, corrigidos por mg de proteína 
total da amostra. Apesar da tendência ao aumento na atividade da ECA presente no pulmão dos 
animais onde o receptor B2 está ausente, não houve diferença estatística. Os valores representam a 
média ± EPM do experimento (n = 4, em duplicata). 
 
 
4.1.3. Expressão gênica da ECA em tecidos 
  
 Além da análise da atividade da ECA, o perfil de sua expressão gênica foi 
avaliado nesses tecidos, com a utilização de primers específicos para o cDNA da 
ECA em sistema SYBRgreen de PCR em tempo real. 
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 Observa-se na figura 9 que não houve diferença significativa da expressão 
gênica da ECA entre os grupos. 
 
 
Figura 9. Expressão gênica da ECA em tecidos dos animais selvagem e knockout para os 
receptores de cininas. O RNA total foi extraído das células endoteliais e submetido à transcrição 
reversa e qPCR, utilizando-se o sistema SYBR Green. Foram utilizados os primers para os cDNAs da 
ECA e da β-actina (como controle endógeno). Não há diferença de expressão gênica da ECA entre 
os grupos. Os resultados representam a média ± EPM do parâmetro 2
-∆Ct
 (n = 4, em triplicata). 
 
 
4.1.4. Expressão proteica da ECA total em tecidos 
 
 Além da atividade enzimática e perfil de expressão gênica da ECA nos 
tecidos, também foi analisada a expressão proteica da ECA no homogenato de 
pulmão e rim por Western Blot (WB). Foi utilizado o anticorpo policlonal anti-ECA 
(Santa Cruz, clone C-20), que foi revelado pelo sistema de fluorescência em 
aparelho OdysseyTM. Os valores de pixagem das bandas foram normalizados por 
aqueles da actina. 
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 A figura 10 mostra o WB para a ECA e actina em homogenato de pulmão, em 
que não se observa diferença significativa no padrão de expressão proteica da 
enzima entre os grupos. 
 
 
Figura 10. Expressão proteica da ECA total em homogenato de pulmão dos animais selvagens 
e knockout para os receptores de cininas, por Western blotting. As proteínas totais (30 µg) foram 
extraídas dos grupos celulares, separadas por SDS-PAGE (gel a 7,5%), transferidas para uma 
membrana de PVDF, incubadas com anticorpo policlonal anti-ECA (Santa Cruz, clone C-20, ~ 195 
kDa) e monoclonal anti-actina (Chemicon, clone C4, ~ 42 kDa) e reveladas com anticorpo secundário 
fluorescente em aparelho Odyssey
TM
. Não houve diferença significativa entre os grupos. Os valores 
representam a média ± EP dos experimentos (n = 2). 
 
 Por outro lado, observa-se uma diminuição na expressão proteica da ECA nos 
rins dos animais knockout para os receptores de cininas, como mostrado na figura 
11. 
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Figura 11. Expressão proteica da ECA total em homogenato de rim dos animais selvagens e 
knockout para os receptores de cininas, por Western blotting. As proteínas totais (30 µg) foram 
extraídas dos grupos celulares, separadas por SDS-PAGE (gel a 7,5%), transferidas para uma 
membrana de PVDF, incubadas com anticorpo policlonal anti-ECA (Santa Cruz, clone C-20, ~ 195 
kDa) e monoclonal anti-actina (Chemicon, clone C4, ~ 42 kDa) e reveladas com anticorpo secundário 
fluorescente em aparelho Odyssey
TM
. Há diminuição proteica da ECA total nos rins dos animais 
knockout. Os valores representam a média ± EP dos experimentos (n = 2); * P < 0,05 vs WT;             
** P < 0,01 vs WT. 
 
 
4.2. Cultura primária de células endoteliais provenientes de camundongos 
knockout para os receptores B1 e B2 de cininas 
 
4.2.1. Caracterização das células endoteliais por imuno-histoquímica com fator 
de von Willebrand 
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 Apesar do método de extração de células endoteliais estar bem estabelecido 
(Chen SF e cols, 1995; Loiola RA e cols, 2013), a caracterização de tais células foi 
confirmada antes de se prosseguir com os demais experimentos.  
 As células do grupo selvagem foram cultivadas em lamínulas de 13 mm de 
diâmetro nas condições como descrito anteriormente e foram caracterizadas pela 
marcação com o anticorpo primário policlonal rabbit anti-von Willebrand Factor 
(vWF), marcador específico para células endoteliais. Após a marcação, as lâminas 
foram analisadas em microscópio confocal. Dessa forma, a figura 12 A representa as 
células marcadas somente com DAPI e anticorpo secundário conjugado a Texas 
Red, em que é possível observar todo o material genético em azul (controle 
negativo); já da figura 12 B está mostrada a marcação com o anticorpo para o fator 
de von Willebrand, específico para as células endoteliais, em vermelho. 
 
 A 
 
B 
 
 
Figura 12. Imuno-histoquímica das células endoteliais de cultura primária proveniente de 
animais selvagens.  As células foram cultivadas em lamínulas de 13 mm, marcadas com DAPI 
(marcador de material genético, em azul) (A), e com anticorpo primário policlonal rabbit anti-von 
Willebrand Factor (marcador específico para células endoteliais, em vermelho) (B). 
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4.2.2. Caracterização das células endoteliais por ensaio in vitro de 
angiogênese 
 
 Sabe-se que somente célula do tipo endotelial é capaz de formar estruturas 
semelhantes a vasos, quando colocadas em Matrigel (Bahramsoltani, M e cols, 
2009). Sendo assim, outra forma de caracterização de tais células como endoteliais 
foi a análise dessas estruturas tubulares, como mostrado pela figura 13. 
 
Figura 13. Estruturas tubulares formadas por células endoteliais quando colocadas em 
Matrigel. As células provenientes da cultura primária de camundongos ou ratos foram colocadas em 
placas de 96 poços sobre 50 µL de matrigel e 100 µL meio de cultura, e foram incubadas a 37 °C. 
Após 10 h de incubação já foi possível visualizar estruturas tubulares semelhantes a vasos, as quais 
somente células do tipo endotelial são capazes de formar. 
 
 
4.2.3. Expressão gênica dos receptores de cininas em células endoteliais 
 
 Apesar da colônia de animais presente no biotério do CEDEME estar sob 
rígido controle genotípico, torna-se necessário fazer um teste para confirmar a 
ausência de expressão gênica dos receptores de cininas nas células provenientes 
dos animais knockout para o respectivo receptor, anteriormente às demais análises. 
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 Sendo assim, a figura 14 mostra a expressão gênica do receptor B1 de cininas 
nas células provenientes dos animais selvagem e knockout para os receptores, por 
PCR em tempo real.  
 Pode-se observar a ausência da expressão gênica do mRNA para os 
receptores B1 nas células provenientes dos camundongos knockout para os mesmos 
(animais B1-/- e B1B2-/-). 
 
 
Figura 14. Expressão gênica do receptor B1 de cininas nas células endoteliais de cultura 
primária. O RNA total foi extraído das células, submetido à transcrição reversa e PCR em tempo real, 
utilizando-se o sistema TaqMan. Foram utilizados os primers específicos para os cDNAs do receptor 
B1 e GAPDH (como controle endógeno) de camundongo. Não há expressão do receptor B1 nas 
células endoteliais provenientes dos camundongos knockout para tal receptor. Os resultados 
representam a média ± EPM do parâmetro 2
-∆Ct
 (n = 5, em triplicata). 
 
 Na figura 15, está mostrada a expressão do RNA mensageiro para o receptor 
B2 de cininas nessas mesmas células. 
 De modo semelhante que o anterior, não se observa expressão gênica do 
mRNA para o receptor B2 de cininas nas células provenientes dos animais knockout 
para tais receptores (B2-/- e B1B2-/-). 
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Figura 15. Expressão gênica do receptor B2 de cininas nas células endoteliais de cultura 
primária. O RNA total foi extraído das células, submetido à transcrição reversa e PCR em tempo real, 
utilizando-se o sistema TaqMan. Foram utilizados os primers específicos para os cDNAs do receptor 
B2 e GAPDH (como controle endógeno) de camundongo. Não há expressão do receptor B2 nas 
células endoteliais provenientes dos camundongos knockout para tal receptor. Os resultados 
representam a média ± EPM do parâmetro 2
-∆Ct
 (n = 5, em triplicata). 
 
 
4.2.4. Atividade da ECA frente ao substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH 
em células endoteliais 
 
 O substrato Abz-FRK(Dnp)P-OH, desenvolvido e descrito por Araújo e cols, 
2000, que é hidrolisado com eficiências catalíticas semelhantes pelos dois domínios 
da enzima conversora, vem sendo usado rotineiramente na determinação da 
atividade da ECA em amostras de diferentes tecidos e de plasma (Alves e cols, 
2005). 
 Sabatini e cols, 2007, demonstraram a eficiência desse substrato na 
determinação direta da atividade da ECA em monocamada de células em cultura e, 
por isso, tal método tem sido amplamente utilizado em nosso laboratório, como 
medida da atividade daquela enzima. Sendo assim, a figura 16 representa a 
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atividade da ECA nas células endoteliais dos animais selvagens e knockout para os 
receptores B1 e B2 de cininas.  
 Observa-se que, na ausência de tais receptores, há uma diminuição 
significativa da atividade da ECA, quando comparada àquela nos animais do grupo 
selvagem. Corroborando Sabatini e cols, 2008, quando o receptor B2 está ausente, 
há diminuição na atividade da enzima.  
 Além disso, no presente trabalho é demonstrado que o mesmo acontece 
quando se bloqueia o receptor B1 ou quando este está ausente.  
 Pela primeira vez na literatura, trabalhando com células endoteliais de 
animais B1B2-/-, mostra-se que a atividade da ECA está diminuída em relação ao 
grupo WT. 
 Em todos os ensaios, a especificidade da reação foi confirmada pela pré-
incubação de 2,5 µM do inibidor da ECA, lisinopril (dados não mostrados). 
 
 
Figura 16. Atividade da ECA em células endoteliais dos animais selvagens e knockout para os 
receptores de cininas. A atividade da ECA na membrana das células foi avaliada nos 
sobrenadantes após incubação da cultura com o peptídeo com supressão intramolecular de 
fluorescência Abz-FRK(Dnp)P-OH (10 µM/poço). Quando os receptores de cininas estão ausentes, a 
atividade da ECA está diminuída. A especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da 
hidrólise do substrato, com pré-incubação de 2,5 µM lisinopril. Os valores representam a média ± 
EPM do experimento (n = 5, em triplicata); * P < 0,05 vs WT. 
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 Ainda, observa-se o mesmo efeito de diminuição na atividade da ECA, 
quando os receptores estão bloqueados com seus respectivos antagonistas, como 
mostra a figura 17. 
 
 
Figura 17. Efeito dos antagonistas dos receptores de cininas na atividade da ECA em células 
endoteliais dos animais selvagens. A atividade da ECA na membrana das células foi avaliada nos 
sobrenadantes após incubação da cultura com o peptídeo com supressão intramolecular de 
fluorescência Abz-FRK(Dnp)P-OH (10 µM/poço). Quando os receptores de cininas estão bloqueados 
pelos seus respectivos antagonistas (R715 no caso do B1 e HOE-140 no caso do B2), a atividade da 
ECA está diminuída. A especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do 
substrato, com pré-incubação de 2,5 µM lisinopril. Os valores representam a média ± EPM do 
experimento (n = 5, em triplicata); * P < 0,05 vs WT. 
 
 
4.2.5. Atividade da ECA frente ao substrato endógeno angiotensina I em 
células endoteliais – análise por HPLC 
 
 A cinética frente ao substrato fluorescente Abz-FRK(OH)P-Dnp é 
rotineiramente executada pelo nosso grupo e em diversos tipos celulares, cujos 
resultados são obtidos com sucesso.  
 A ECA possui especificidade frente a diversos substratos endógenos, um dos 
quais é a clássica Ang I, cuja conversão para Ang II acontece pelos 2 domínios da 
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enzima. A técnica de estudar sua cinética frente a este substrato endógeno já foi 
padronizada em modelos artificiais celulares que superexpressam a enzima (por 
exemplo, as células CHO-ECA), cujos resultados também são satisfatórios. Porém, 
quando se trata das células endoteliais de cultura primária, não tem sido uma tarefa 
simples a de observar uma reprodutibilidade no padrão de hidrólise da angiotensina I 
por HPLC. Ainda sim, foi possível obter uma análise quantitativa da atividade da 
ECA frente à Ang I. Este peptídeo foi gentilmente cedido pelo prof. Clóvis 
Ryuichi Nakaie, docente do departamento de Biofísica da UNIFESP. 
 A figura 18 é representativa do perfil de hidrólise de Ang I, em que se observa 
o pico correspondente à Ang I, eluído por volta de 13 minutos, e demais picos, 
eluídos por volta de 9 e 5 minutos, os quais aparecem conforme se aumenta o 
tempo de incubação nas células. A eluição da angiotensina I e da angiotensina II foi 
previamente padronizada no laboratório do Prof. Dr. Clóvis Ryuichi Nakaie, cujos 
padrões corriam paralelamente ao ensaio a ser testado. 
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Figura 18. Perfil de eluição da hidrólise da angiotensina I, em monocamada de células 
endoteliais provenientes de animais selvagens, em diferentes tempos de incubação. As células 
(10
5
/poço), provenientes de animais selvagens, foram previamente incubadas em diferentes tempos 
(0-360 min) com angiotensina I (10
-4
 M), a 37 °C sob agitação, para padronização do teste. As 
triplicatas de cada tempo foram individualmente eluídas com solvente B (0,1% TFA - 60% ACN/H2O), 
no gradiente 30% a 45% de solvente B em 15 minutos, fluxo de 1,5 mL/min e detecção a 220 nm. 
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 A figura 19 representa a atividade da ECA frente ao substrato Ang I na 
monocamada de células dos diferentes grupos, após realização da regressão linear 
da hidrólise do substrato por minuto de reação (0-180 min), normalizada por 
quantidade de proteína total. Não houve diferença significativa na atividade da ECA 
entre os grupos experimentais.  
 
Figura 19. Atividade da ECA – análise da hidrólise da angiotensina I por HPLC. As células 
(10
5
/poço), provenientes de animais selvagens e knockout para os receptores de cininas, foram 
incubadas em diferentes tempos (0-180 min) com angiotensina I (10
-4
 M) em tampão HBSS, a 37 °C. 
As triplicatas de cada tempo foram individualmente eluídas com solvente B (0,1% TFA - 60% 
ACN/H2O), no gradiente 30% a 45% de solvente B em 15 minutos, fluxo de 1,5 mL/min e detecção a 
220 nm. Não há diferença significativa entre os grupos. O inibidor da ECA lisinopril foi utilizado como 
controle dos ensaios (dados não mostrados). Os valores representam o slope da regressão linear da 
hidrólise de Ang I pelo tempo, sendo a média ± EPM do experimento (n = 3, em duplicata). 
 
 
4.2.6. Atividade da ECA frente ao substrato endógeno angiotensina I em 
células endoteliais – análise por radioimunoensaio 
 
 Além da análise da atividade da ECA frente ao substrato angiotensina I por 
HPLC, foi realizada análise da hidrólise desse peptídeo por radioimunoensaio, que 
se mostra mais sensível e reprodutível, em se tratando de quantificação peptídica. 
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 A figura 20 mostra que, apesar de não ter diferença significativa entre os 
grupos, há uma tendência à menor taxa de hidrólise da Ang I nos grupos onde os 
receptores B1 e B2 de cininas estão ausentes. Da mesma maneira que a anterior, os 
valores representam a inclinação da reta, após realização da regressão linear da 
hidrólise do substrato por minuto de reação (0-180 min), normalizada por quantidade 
de proteína total. 
 
 
Figura 20. Atividade da ECA – análise da hidrólise da angiotensina I por radioimunoensaio. As 
células (10
5
/poço), provenientes de animais selvagens e knockout para os receptores de cininas, 
foram incubadas em diferentes tempos (0-180 min) com angiotensina I (10
-4
 M) em tampão HBSS, a 
37 °C. Os sobrenadantes foram coletados, incubados com anticorpo anti-Ang I e Ang I radiomarcada 
com 
125
I e submetidos ao contador gama automático. Não há diferença significativa entre os grupos, 
apesar de uma tendência à menor atividade da ECA nos grupos celulares provenientes dos 
camundongos knockout. O inibidor da ECA lisinopril foi utilizado como controle dos ensaios (dados 
não mostrados). Os valores representam o slope da regressão linear da hidrólise de Ang I pelo 
tempo, sendo a média ± EPM do experimento (n = 3, em duplicata).  
 
4.2.7. Expressão proteica total da ECA em células endoteliais 
 
  A expressão total de proteína foi investigada para saber se a atividade da 
enzima está diminuída por modulação pelos receptores de cininas ou simplesmente 
por diminuição de sua expressão proteica.  
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 Assim, as proteínas foram isoladas e foi realizado o Western blotting para a 
ECA, utilizando-se o anticorpo monoclonal para a enzima (clone 9B9, Chemicon). O 
anticorpo monoclonal para a actina (clone C4, Chemicon) foi utilizado como controle 
endógeno nos ensaios. 
 Deste modo, a figura 21 mostra a foto de uma membrana revelada pelo 
sistema de fluorescência em aparelho OdysseyTM (LI-COR®), no qual pode-se 
observar a presença da banda de massa molecular aproximada de 195 kDa, a qual 
corresponde à forma somática da enzima detectada por aquele clone do anticorpo 
primário anteriormente descrito.  
 
 
Figura 21. Expressão proteica da ECA total presente nas células endoteliais dos animais 
selvagens e knockout para os receptores de cininas, por Western blotting. As proteínas totais       
(50 µg) foram extraídas dos grupos celulares, separadas por SDS-PAGE (gel a 7,5%), transferidas 
para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com anticorpos monoclonais primários anti-ECA 
(clone 9B9, ~ 180 kDa) e anti-actina (clone C4, ~ 42 kDa).  
 
 A figura 21 também mostra que não há alteração na expressão proteica da 
ECA total presente nas células endoteliais entre os grupos analisados. 
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4.2.8. Expressão proteica da ECA presente na membrana plasmática de células 
endoteliais 
  
 Além das análises de ECA total por Western blotting, a fim de verificar se a 
diminuição da atividade da ECA nos animais knockout para os receptores de cininas 
está ligada à diminuição da expressão da enzima na membrana, foi realizada 
citometria de fluxo para quantificação da ECA de membrana presente nas células 
endoteliais.  
 Desse modo, as células foram isoladas, incubadas com anticorpo monoclonal 
anti-ECA (clone 2E2, Chemicon), reveladas com anticorpo secundário anti-IgG 
conjugado com Alexa Fluor 488 e submetidas à análise no citômetro FACsCalibur 
(Becton Dickinson, CA, USA). 
 Na figura 22, observa-se que a ECA está presente nas células endoteliais de 
todos os grupos de animais considerados, uma vez que houve o deslocamento dos 
histogramas vazados (incubação com o anticorpo primário), em relação aos 
preenchidos (incubação somente com anticorpo secundário).  
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Figura 22. Expressão proteica da ECA presente na membrana das células endoteliais dos 
animais selvagens e knockout para os receptores de cininas. As células foram isoladas, 
incubadas com anticorpo monoclonal anti-ECA, reveladas com anticorpo secundário conjugado com 
Alexa Fluor 488 e submetidas à análise no citômetro. Histograma preenchido: marcação com 
anticorpo secundário (controle). Histograma vazado: marcação com anticorpo primário anti-ECA. O 
deslocamento do histograma vazado corresponde à presença da ECA nas células de todos os grupos 
dos animais. Registro representativo, característico de 5 experimentos. 
  
  
 Para analisarmos se houve diferença de marcação da enzima conversora 
entre os grupos, foi executada a sobreposição dos picos marcados entre os grupos 
de células dos animais knockout e o grupo selvagem, e cálculo da porcentagem de 
deslocamento. Na figura 23, observa-se que não há diferença significativa na 
expressão da ECA na membrana das células dos animais knockout em relação aos 
animais selvagens.  
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Figura 23. Quantificação da expressão proteica da ECA presente na membrana das células 
endoteliais dos animais selvagem e knockout para os receptores de cininas, por citometria de 
fluxo. As células foram isoladas, incubadas com anticorpo monoclonal anti-ECA, reveladas com 
anticorpo secundário conjugado com Alexa Fluor 488 e submetidas à análise em citômetro. Não 
houve diferença em relação à expressão da ECA presente na membrana das células endoteliais 
provenientes dos animais dos diferentes grupos. Os resultados representam a média ± EPM do 
experimento (n = 5, em duplicata). 
 
 
4.2.9. Liberação da ECA para o sobrenadante de células endoteliais primárias 
 
 Sabe-se que a forma solúvel da ECA provém da liberação daquela ancorada 
na membrana plasmática, por clivagem proteolítica em sua parte justamembranar, 
evento conhecido como shedding (Chubb AJ e cols, 2004). Sendo assim, para 
verificar se a diferença observada na atividade da ECA entre os diferentes grupos 
celulares era em decorrência da liberação diferencial da enzima para meio 
(shedding), os sobrenadantes das culturas foram coletados em tempos crescentes 
(5 minutos a 2 horas), nos quais foi analisada a atividade enzimática. 
 A figura 24 mostra que não houve diferença de liberação de ECA para o meio 
entre os grupos celulares, nem mesmo alteração da liberação da enzima de acordo 
com o tempo. 
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Figura 24. Liberação da ECA para o sobrenadante da cultura primária. Os sobrenadantes das 
culturas de células endoteliais provenientes dos animais WT e knockout para os receptores B1 e B2 
de cininas foram coletados em tempos crescentes (5 min a 2 h), nos quais foi feita a análise da 
atividade da ECA. Não houve diferença de liberação da enzima entre os grupos ou de acordo com o 
tempo. Os resultados representam a média ± EPM do experimento (n = 3, em duplicata). 
 
 
4.2.10. Efeito do rompimento de microdomínios da membrana plasmática de 
células endoteliais primárias na atividade da ECA 
 
 A interação entre ECA e receptor B2 de cininas é conhecida e investigada há 
algum tempo. Ambas as proteínas colocalizam-se em microdomínios de membrana, 
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onde ocorre tal interação. Para estudar o efeito desta co-localização na modulação 
da atividade da ECA neste modelo de células endoteliais primárias, estas foram 
incubadas com metil--ciclodextrina, um reagente que desfaz tais microdomínios da 
membrana. Com isto, não haveria mais proximidade entre a enzima e os receptores 
de cininas.   
 A figura 25 mostra que, ao se romper os microdomínios de membrana, a 
atividade da ECA diminui, quando se analisa a monocamada de cultura de células 
endoteliais primárias. 
  
 
Figura 25. Efeito do rompimento dos microdomínios da membrana plasmática na atividade da 
ECA em monocamada de células endoteliais primárias. As células endoteliais primárias 
provenientes dos camundongos selvagens foram pré-incubadas por 1 h a 37 °C com metil--
ciclodextrina (MCD), que desfaz os microdomínios da membrana plasmática (ex., lipid-rafts). A 
seguir, foi analisada a atividade da ECA na monocamada de cultura de células, como já descrito 
anteriormente, que está diminuída no grupo onde houve tratamento com MCD. Os resultados 
representam a média ± EPM do experimento (n = 3, em duplicata). 
 
 
 Para descartar a hipótese de que esta incubação com o MCD, sob as 
mesmas condições anteriores, teria o efeito de liberar a ECA da membrana e, assim, 
diminuir sua atividade na monocamada de células, foi feita a análise nos 
sobrenadantes da cultura primária. 
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 Do mesmo modo que o anterior, a diminuição na atividade da ECA manteve-
se no grupo pré-incubado com MCD, em relação ao grupo controle (figura 26). 
 
 
Figura 26. Efeito do rompimento dos microdomínios da membrana plasmática na liberação da 
ECA para o sobrenadante das células endoteliais primárias. As células endoteliais primárias 
provenientes dos camundongos selvagens foram pré-incubadas por 1 h a 37 °C com metil--
ciclodextrina (MCD), que desfaz os microdomínios da membrana plasmática (ex., lipid-rafts). A 
seguir, o sobrenadante da cultura foi coletado, no qual foi analisada a atividade da ECA, que está 
diminuída no grupo tratado com MCD. Os resultados representam a média ± EPM do experimento  
(n = 3, em duplicata). 
 
 
4.3. Cultura primária de células endoteliais provenientes de ratos que 
superexpressam receptor B1 no endotélio - TGR(Tie2B(1)) 
 
4.3.1. Atividade da ECA frente ao substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH 
em células endoteliais 
 
 Ainda, com a finalidade de avaliar se a atividade da ECA é modulada pela 
expressão dos receptores B1 de cininas, a cinética da enzima também foi avaliada 
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em monocamada de células endoteliais de cultura primária provenientes de ratos 
que superexpressam tal receptor no endotélio (Merino V e cols, 2008). 
 Assim, a figura 27 mostra que a atividade da ECA acompanha a expressão 
gênica dos receptores B1 de cininas, estando aumentada no grupo TGR(Tie2B(1)). 
 
 
Figura 27. Atividade da ECA em células endoteliais dos ratos selvagens e que superexpressam 
os receptores B1 no endotélio (TGR(Tie2B(1))). A atividade da ECA na membrana das células foi 
avaliada, utilizando-se substrato fluorescente Abz-FRK(OH)-Dnp (10 µM/poço). Há aumento na 
atividade da ECA quando os receptores B1 de cininas estão superexpressos. A especificidade do 
ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do substrato, após pré-incubação com 2,5 µM de 
lisinopril. Os valores representam a média ± EPM (n = 3); * P < 0,05 vs WT. 
 
 
4.4. Células HUVEC transfectadas 
 
 Nesta parte do estudo, a investigação sobre a modulação na atividade da 
ECA pelos receptores de cininas foi feita em um sistema artificial: células HUVEC 
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells) transfectadas somente com a ECA e co-
transfectadas com a enzima e os receptores B1 de cininas. 
 O detalhamento sobre o processo de clonagem, juntamente com os mapas 
dos vetores de expressão pcDNA3.1/hygro-hECA e pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-
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hBDKRB1 está apresentado no “Apêndice A”. Todo o processo de transfecção e 
caracterização funcional das células HUVEC-ECA e HUVEC-ECA/B1 está descrito 
no “Apêndice B” deste trabalho. 
   
4.4.1. Atividade da ECA frente ao substrato fluorescete Abz–FRK(Dnp)P–OH 
em células HUVEC-ECA e HUVEC-ECA/B1 
 
 Corroborando com o modelo de células primárias, na figura 28 observa-se 
que, na presença dos receptores B1 de cininas, há um aumento significativo na 
atividade da ECA, quando comparada àquela nas células em que somente a ECA 
está superexpressa.  
 Do mesmo modo como em todos os ensaios de cinética, a especificidade da 
reação foi confirmada pela pré-incubação de 2,5 µM do inibidor da ECA, lisinopril 
(dados não mostrados). 
 
 
 
 
Figura 28. Atividade da ECA em células HUVEC-ECA e HUVEC-ECA/B1. A atividade da ECA na 
membrana das células foi avaliada, utilizando-se substrato fluorescente Abz-FRK(OH)-Dnp (10 
µM/poço). Há aumento na atividade da ECA quando os receptores B1 de cininas estão presentes. A 
especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do substrato, após pré-incubação 
com 2,5 µM de lisinopril. Os valores representam a média ± EPM (n = 3); *** P < 0,001 vs HUVEC-WT 
e/ou HUVEC-ECA. 
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Parte II – Estudo da CPM em diferentes modelos: cultura de células primárias 
provenientes de camundongos knockout para os receptores de cininas e ratos 
que superexpressam o receptor B1 no endotélio - TGR(Tie2B(1)) 
 
4.5. Tecidos 
 
4.5.1. Atividade da CPM/N frente ao substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH 
no plasma 
 
 A atividade da CPM/N no plasma dos animais selvagens e knockout para os 
receptores de cininas foi avaliada como uma primeira maneira de investigar a 
modulação dessas enzimas do sistema por tais receptores.  
 No caso da CPM, ela também aparece de forma solúvel em diversos fluidos 
corporais, mas a forma circulante que predomina no plasma é a da carboxipeptidase 
N que, diferentemente do caso da ECA, não é proveniente da liberação da CPM da 
membrana, sendo outro membro da família das carboxipeptidases regulatórias do 
tipo B. Sendo assim, a atividade da CPM/N no plasma reflete, na verdade a 
atividade da CPN, que se mostra em maior quantidade neste local.  
 Os plasmas de camundongos WT e knockout para os receptores de cininas 
foram incubados com 200 µM do substrato fluorescente Dansyl–Ala–Arg–OH, o qual 
é o mesmo utilizado no caso da CPM, pelo fato dessas enzimas terem sítios ativos 
homólogos.  
 Não observamos diferença em relação à atividade da CPN entre os animais, 
como mostrado na figura 29. 
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Figura 29. Atividade da CPM/N no plasma nos animais selvagens e knockout para os 
receptores de cininas. A atividade da CPM/N no plasma dos animais foi avaliada frente ao substrato 
Dansyl-Ala-Arg-OH (200 µM/poço). Não houve diferença na atividade da CPM/N entre os animais dos 
diferentes grupos. A especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do substrato, 
após pré-incubação com 20 µM de MGTA. Os valores representam a média ± EPM do experimento (n 
= 3, em triplicata). 
 
 
4.5.2. Expressão gênica da CPM em tecidos 
 
 O perfil de expressão gênica da CPM foi avaliado no coração, pulmão e rim 
dos diferentes grupos de animais, com a utilização de primers específicos para o 
cDNA da CPM em sistema SYBRgreen de PCR em tempo real. 
 Observa-se na figura 30 que não houve diferença significativa da expressão 
gênica da CPM entre os grupos. 
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Figura 30. Expressão gênica da CPM em tecidos dos animais selvagem e knockout para os 
receptores de cininas. O RNA total foi extraído das células endoteliais e submetido à transcrição 
reversa e qPCR, utilizando-se o sistema SYBR Green. Foram utilizados os primers para os cDNAs da 
CPM e da β-actina (como controle endógeno). Não há diferença significativa na expressão gênica da 
CPM, quando os receptores de cininas estão ausentes. Os resultados representam a média ± EPM 
do parâmetro 2
-∆Ct
 (n = 3, em triplicata). 
 
 
4.5.3. Expressão proteica da CPM em tecidos 
 
 Além do perfil de expressão gênica da CPM nos tecidos, também foi 
analisada a expressão proteica da enzima no homogenato de pulmão e rim por 
Western Blot (WB). Foi utilizado o anticorpo policlonal anti-CPM (Rheabiotech), que 
foi revelado pelo sistema de fluorescência em aparelho OdysseyTM. Os valores de 
pixagem das bandas foram normalizados por aqueles da actina. 
 A figura 31 mostra o WB para a CPM e actina em homogenato de pulmão, em 
que se observa diferença significativa no padrão de expressão proteica da enzima, 
nos grupos onde o receptor B1 está ausente. 
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Figura 31. Expressão proteica da CPM em homogenato de pulmão dos animais selvagens e 
knockout para os receptores de cininas, por Western blotting. As proteínas totais (30 µg) foram 
extraídas dos grupos celulares, separadas por SDS-PAGE (gel a 7,5%), transferidas para uma 
membrana de PVDF, incubadas com anticorpo policlonal anti-CPM (Rheabiotech, ~ 65 kDa) e 
monoclonal anti-actina (Chemicon, clone C4, ~ 42 kDa) e reveladas com anticorpo secundário 
fluorescente em aparelho Odyssey
TM
. Há diminuição na expressão proteica de CPM no grupo onde os 
receptores B1 de cininas estão ausentes. Os valores representam a média ± EP da densidade óptica 
das bandas. * P < 0.05 vs WT. 
 
 
 
 
 Semelhantemente, observa-se uma diminuição na expressão proteica da 
CPM nos rins dos grupos de animais B1-/- e B2-/-, como mostrado na figura 32. 
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Figura 32. Expressão proteica da CPM em homogenato de rim dos animais selvagens e 
knockout para os receptores de cininas, por Western blotting. As proteínas totais (30 µg) foram 
extraídas dos grupos celulares, separadas por SDS-PAGE (gel a 7,5%), transferidas para uma 
membrana de PVDF, incubadas com anticorpo policlonal anti-CPM (Rheabiotech, ~ 65 kDa) e 
monoclonal anti-actina (Chemicon, clone C4, ~ 42 kDa) e reveladas com anticorpo secundário 
fluorescente em aparelho Odyssey
TM
. Há diminuição na expressão proteica de CPM no grupo onde os 
receptores B1 ou B2 de cininas estão ausentes. Os valores representam a média ± EP da densidade 
óptica das bandas. * P < 0.05 vs WT. 
 
 
4.6. Cultura primária de células endoteliais provenientes de camundongos 
knockout para os receptores B1 e B2 de cininas 
 
4.6.1. Atividade da CPM frente ao substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH 
em células endoteliais 
 
 A figura 33 representa a atividade da CPM nas células endoteliais dos 
animais selvagens e knockout para os receptores B1 e B2 de cininas. Observa-se 
que, na ausência de tais receptores, há uma diminuição significativa da atividade da 
CPM, quando comparada àquela nos animais do grupo selvagem.  
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 A especificidade do ensaio foi confirmada pela pré-incubação das células por 
30 minutos com 20 µM do inibidor específico das carboxipeptidases regulatórias do 
tipo B, MGTA (dados não mostrados). 
  
 
Figura 33. Atividade da CPM em células endoteliais dos animais selvagens e knockout para os 
receptores de cininas. A atividade da CPM na membrana das células foi avaliada, utilizando-se 
substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH (200 µM/poço). O produto fluorescente foi extraído dos 
incubados pela adição de clorofórmio. Há diminuição na atividade da CPM na ausência dos 
receptores de cininas. A especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do 
substrato, após pré-incubação com 20 µM de MGTA. Os valores representam a média ± EPM (n = 4); 
* P < 0,05 vs WT; ** P < 0,01 vs WT. 
 
 
 
 No entanto, quando tais receptores estão bloqueados, não há alteração na 
atividade da CPM, quando comparada àquela nos animais do grupo controle, como 
mostrado na figura 34. 
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Figura 34. Efeito dos antagonistas dos receptores de cininas na atividade da CPM nas células 
endoteliais dos animais selvagens. A atividade da CPM na membrana das células foi avaliada, 
utilizando-se substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH (200 µM/poço), após incubação com 10
 
µM 
dos antagonistas dos receptores de cininas (R715, no caso do receptor B1 e HOE-140, no caso do 
receptor B2) por 30 min a 37 °C. O produto fluorescente foi extraído dos incubados pela adição de 
clorofórmio. A atividade da CPM não se altera quando os receptores de cininas estão bloqueados. A 
especificidade do ensaio foi confirmada pela a inibição da hidrólise do substrato, após pré-incubação 
com 20 µM de MGTA. Os valores representam a média ± EPM (n = 4). 
 
 
4.6.2. Expressão gênica da CPM em células endoteliais 
 
 Foi verificado se a diminuição da atividade da CPM nos animais knockout 
para os receptores de cininas está ligada à diminuição da expressão gênica de tal 
enzima. Assim, foi realizada a quantificação do mRNA que codifica para a 
carboxipeptidase M, por qPCR. Na figura 35, observa-se uma diminuição 
significativa na expressão do RNA mensageiro para a CPM quando os receptores de 
cininas estão ausentes, relacionando com à diminuição na atividade da enzima. 
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Figura 35. Expressão gênica da CPM nas células endoteliais dos animais selvagem e knockout 
para os receptores de cininas. O RNA total foi extraído das células endoteliais e submetido à 
transcrição reversa e qPCR, utilizando-se o sistema SYBR Green. Foram utilizados os primers para 
os cDNAs da CPM e β-actina (como controle endógeno). Há diminuição da expressão gênica da CPM 
quando os receptores de cininas estão ausentes. Os resultados representam a média ± EPM do 
parâmetro 2
-∆Ct
 (n = 4). 
 
 
4.6.3. Expressão proteica da CPM em células endoteliais 
 
 Ainda, foi analisada a expressão proteica da CPM total presente nas células 
endoteliais provenientes dos animais selvagens e knockout para os receptores B1 e 
B2 de cininas. Assim, as proteínas foram isoladas e foi realizado o Western blot para 
a CPM, utilizando-se o anticorpo policlonal para tal enzima (Rheabiotech).  
 Deste modo, a figura 36 mostra a foto de uma membrana revelada pelo 
sistema de fluorescência em aparelho OdysseyTM, no qual se pode observar a 
presença da banda de massa molecular aproximada de 65 kDa, detectada pelo 
anticorpo primário.  
 A diminuição de expressão proteica da CPM no grupo das células 
provenientes dos camundongos B2-/- (e tendência à diminuição nos demais grupos 
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em reação ao WT) acompanha a diminuição tanto da expressão gênica, quanto da 
atividade enzimática. 
  
 
Figura 36. Expressão proteica da CPM nas células endoteliais dos animais selvagens e 
knockout para os receptores de cininas, por Western blotting. As proteínas totais (30 µg) foram 
extraídas dos grupos celulares, separadas por SDS-PAGE (gel a 7,5%), transferidas para uma 
membrana de PVDF, incubadas com anticorpo policlonal anti-CPM (Rheabiotech, ~ 65 kDa) e 
monoclonal anti-actina (Chemicon, clone C4, ~ 42 kDa) e reveladas com anticorpo secundário 
fluorescente em aparelho Odyssey
TM
. Há diminuição na expressão proteica de CPM no grupo onde os 
receptores B2 de cininas estão ausentes. Os valores representam a média ± EP da densidade óptica 
das bandas. * P < 0.05 vs WT. 
 
 
4.6.4. Liberação da CPM para o sobrenadante de células endoteliais primárias 
 
 Com a finalidade de se verificar se a diferença observada na atividade da 
CPM entre os diferentes grupos celulares era em decorrência da liberação 
diferencial da enzima para meio (shedding), os sobrenadantes das culturas foram 
coletados em dois tempos diferentes (após 15 minutos e 1 hora), nos quais foi 
analisada a atividade enzimática. 
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 Sendo assim, a figura 37 mostra que houve um aumento na liberação de CPM 
para o meio em todos os grupos celulares, conforme aumento do tempo de coleta do 
sobrenadante, observado pelo aumento absoluto de atividade da CPM no 
sobrenadante da cultura. Apesar disto, a ausência dos receptores de cininas não 
influenciou no shedding, uma vez que não houve diferença de liberação da enzima 
para o meio entre os grupos. 
 
 
Figura 37. Liberação da CPM para o sobrenadante da cultura primária. Os sobrenadantes das 
culturas de células endoteliais provenientes dos animais WT e knockout para os receptores B1 e B2 
de cininas foram coletados em dois tempos diferentes (15 min e 1 h), nos quais foi feita a análise da 
atividade da CPM. Houve um aumento da liberação da enzima para o meio conforme aumentou o 
tempo de coleta do sobrenadante. Os resultados representam a média ± EPM do experimento (n = 3, 
em duplicata). 
 
 
4.6.5. Efeito do rompimento de microdomínios da membrana plasmática de 
células endoteliais primárias na atividade da CPM 
 
 A interação entre CPM e receptor B1 de cininas é conhecida e investigada há 
algum tempo (Zhang X e cols, 2011). Ambas as proteínas colocalizam-se em 
microdomínios de membrana (lipid-rafts), onde ocorre tal interação. Para estudar o 
efeito desta co-localização na modulação da atividade da CPM nas células 
SN 15 min
WT B1-/- B2-/- B1B2-/-
0.00
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
A
ti
v
id
a
d
e
 d
a
 C
P
M
( 
M
/m
in
.m
g
)
SN 60 min
WT B1-/- B2-/- B1B2-/-
0
1
2
3
A
ti
v
id
a
d
e
 d
a
 C
P
M
( 
M
/m
in
.m
g
)
Resultados 
71 
 
endoteliais primárias, estas foram incubadas com metil--ciclodextrina, do mesmo 
modo como no caso da ECA.   
 A figura 38 mostra que, ao se romper tais microdomínios de membrana, ao 
contrário do visto no caso da enzima conversora, a atividade da CPM aumenta, 
quando se analisa a monocamada de cultura de células endoteliais primárias. 
  
 
Figura 38. Efeito do rompimento dos microdomínios da membrana plasmática na atividade da 
CPM em monocamada de células endoteliais primárias. As células endoteliais primárias 
provenientes dos camundongos selvagens foram pré-incubadas por 1 h a 37 °C com metil--
ciclodextrina (MCD), que desfaz os microdomínios da membrana plasmática (lipid-rafts). A seguir, foi 
analisada a atividade da CPM na monocamada de cultura de células, como já descrito anteriormente, 
que está aumentada no grupo onde houve tratamento com MCD. Os resultados representam a 
média ± EPM do experimento (n = 3, em duplicata). 
 
 
 Para descartar a hipótese de que esta incubação com o MCD, sob as 
mesmas condições anteriores, modificaria a liberação da CPM da membrana, foi 
feita a análise nos sobrenadantes da cultura primária. 
 Observa-se que a atividade da CPM no sobrenadante da cultura pré-incubada 
com MCD não se alterou, indicando que a própria incubação do reagente não 
ocasionou diferença na liberação da enzima para o meio (figura 39). 
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Figura 39. Efeito do rompimento dos microdomínios da membrana plasmática na liberação da 
CPM para o sobrenadante das células endoteliais primária. As células endoteliais primárias 
provenientes dos camundongos selvagens foram pré-incubadas por 1h a 37 °C com metil--
ciclodextrina (MCD), que desfaz os microdomínios da membrana plasmática (lipid-rafts). A seguir, o 
sobrenadante da cultura foi coletado, no qual foi analisada a atividade da CPM, que não se alterou no 
grupo tratado com MCD. Os resultados representam a média ± EPM do experimento (n = 3, em 
duplicata). 
 
 
4.7. Cultura primária de células endoteliais provenientes de ratos que 
superexpressam receptor B1 no endotélio - TGR(Tie2B(1)) 
 
4.7.1. Atividade da CPM frente ao substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH 
em células endoteliais 
 
 Semelhantemente ao caso da ECA, para avaliar se a atividade da CPM é 
diretamente proporcional à expressão dos receptores B1 de cininas, a cinética da 
enzima também foi avaliada em monocamada de células endoteliais provenientes de 
ratos que superexpressam tal receptor no endotélio (Merino V e cols, 2008). 
 Assim, a figura 40 mostra que a atividade da CPM acompanha a expressão 
gênica dos receptores B1 de cininas, estando aumentada no grupo TGR(Tie2B(1)). 
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Figura 40. Atividade da CPM em células endoteliais dos ratos selvagens e que superexpressam 
os receptores B1 no endotélio (TGR(Tie2B(1))). A atividade da CPM na membrana das células foi 
avaliada, utilizando-se substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH (200 µM/poço). O produto 
fluorescente foi extraído dos incubados pela adição de clorofórmio. Há aumento na atividade da CPM 
quando os receptores B1 de cininas estão superexpressos. A especificidade do ensaio foi confirmada 
pela a inibição da hidrólise do substrato, após pré-incubação com 20 µM de MGTA. Os valores 
representam a média ± EPM (n = 3); * P < 0,05 vs WT. 
 
 
Parte III – Interação entre ECA e CPM em cultura de células endoteliais de 
camundongos 
 
4.8. Efeito da ECA solúvel recombinante no shedding da CPM 
 
 Sabe-se que há uma interação entre ECA e CPM, em que a ECA libera a 
CPM para o meio por possuir atividade GPI-ásica (Sun X e cols, 2008). Para verificar 
se o mesmo evento acontece no presente modelo de células endoteliais primárias, 
incubou-se ECA recombinante na monocamada celular, após o que, a atividade da 
CPM foi medida no sobrenadante incubado. 
 Como observado na figura 41, há um aumento na atividade da CPM no 
sobrenadante do grupo que recebeu a incubação da ECA recombinante. 
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Figura 41. Efeito da ECA solúvel recombinante na liberação da CPM da membrana plasmática 
das células endoteliais primárias. As células endoteliais primárias provenientes dos camundongos 
selvagens foram pré-incubadas por 1 h a 37 °C com ECA solúvel recombinante. A seguir, o 
sobrenadante da cultura foi coletado, no qual foi analisada a atividade da CPM, que está diminuída no 
grupo tratado com ECA. Os resultados representam a média ± EPM do experimento (n = 3, em 
duplicata). 
 
 
4.9. Efeito do inibidor da ECA, lisinopril, em sua atividade GPI-ásica sobre a 
CPM 
 
 Para verificar se o inibidor da ECA, lisinopril, seria capaz de inibir esta 
atividade GPI-ásica da enzima, ele foi incubado na monocamada de células, cujo 
sobrenadante foi coletado, onde se mediu a atividade da CPM. De acordo com a 
figura 42, não foi observada diferença na atividade da CPM entre os sobrenadantes 
dos grupos. 
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Figura 42. Efeito do lisinopril na liberação da CPM da membrana plasmática das células 
endoteliais primárias. As células endoteliais primárias provenientes dos camundongos selvagens 
foram pré-incubadas por 1 h a 37 °C com lisinopril. A seguir, o sobrenadante da cultura foi coletado, 
no qual foi analisada a atividade da CPM, que não se altera entre os grupos. Os resultados 
representam a média ± EPM do experimento (n = 3, em duplicata). 
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5. DISCUSSÃO 
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 Os sistemas renina-angiotensinas e calicreína-cininas foram inicialmente 
concebidos como sistemas endócrinos. Entretanto, mais tarde ficou evidente a 
importante função local desses sistemas, com efeitos tanto autócrinos quanto 
parácrinos (Carretero e Scicli, 1991). Desse modo, muito provavelmente os níveis 
desses peptídeos na circulação representam o excesso da sua produção local.  
 Ainda que as enzimas do sangue tenham uma importante função de prevenir 
o acúmulo tóxico desses hormônios circulantes, o papel de regulação normal da 
sinalização e função peptídica estaria fortemente relacionado às peptidases ligadas 
à membrana. Isto porque seus sítios ativos estão na parte extracelular, onde a 
clivagem local dos agonistas regula não só os níveis circulantes dos mesmos, mas 
também sua disponibilidade próxima a seus respectivos receptores. 
 Por conseguinte, investigar a modulação das ectoenzimas torna-se 
determinante para o entendimento tanto dos aspectos locais de sinalização da qual 
fazem parte, quanto do resultado que se verifica no organismo geral.   
 A existência de interações diretas entre os vários GPCRs tem sido 
demonstrada por uma variedade de enfoques tais como bioquímicos, fisiológicos e 
farmacológicos (Bouvier, 2001 e Devi, 2001). Além dessas interações entre 
receptores, a formação de heterocomplexos entre receptores e enzimas na 
membrana plasmática tem importante papel em mediar e regular a função dos 
receptores, transmitindo os sinais extracelulares para o interior da célula (Scott JD e 
Pawson T, 2009).  
 Exemplificando este fato, quando se considera o SCC, está a interação 
funcional entre os domínios extracelulares da ECA e dos receptores B2 de cininas, 
que vai além da clivagem das cininas pela enzima: os inibidores da ECA potenciam 
os efeitos dos receptores B2 estimulados por análogos de BK que não sofrem ação 
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da enzima e podem reativar os receptores previamente dessensibilizados (Erdös EG 
e cols, 2010).  
 Ainda como exemplo, está a interação funcional entre CPM e receptores B1 
de cininas em microdomínios da membrana plasmática, em que modificações na 
conformação da enzima facilitam a sinalização dos mesmos. Tal interação não só 
gera os agonistas dos receptores a partir de BK ou KD (Skidgel RA e Erdös EG, 
2007), mas também o simples fato do substrato (mas não o inibidor da CPM, MGTA) 
ligar-se à enzima, sem haver sua hidrólise, já é suficiente para iniciar a sinalização 
via receptores B1 (Zhang X e cols, 2011). 
 Não obstante, poucos estudos aprofundam-se a respeito da interação entre 
enzimas e receptores sob o aspecto da peptidase, sendo que se torna evidente esta 
significância funcional de tais interações. Dependendo do tipo de tecido e das 
condições patológicas, há uma variedade de peptidases que clivam e regulam as 
cininas (Erdös EG e Skidgel RA, 1997; Erdös EG, 2007), sendo que especificamente 
a ECA e CPM permanecem detentoras do papel-chave na regulação da função dos 
receptores B2 e B1. 
 
Interação entre ECA e receptores de cininas 
   
 A ECA participa de diferentes vias metabólicas, atuando como uma 
metalopeptidase que cliva uma diversidade de peptídeos fisiológicos. Quando a ECA 
foi descrita pela primeira vez, a função inicial desta enzima era a conversão de Ang I 
em Ang II. Posteriormente, foi demonstrado que ela age como uma cininase do tipo 
II, degradando a BK em fragmentos inativos. Com o passar do tempo, novas funções 
fisiológicas foram sendo-lhe atribuídas e ficou evidente sua participação da 
Discussão 
79 
 
hematopoiese (Abali e cols, 2002), fertilidade (Hagaman e cols, 1998), hidrólise de 
neuropeptídeos (Chai e cols, 1987; Mendelsohn e cols, 1990), dentre outras 
(Johnston e cols, 1992). Ainda, foi demonstrado que a ECA exibe atividade GPI-
ásica (Kondoh G e cols, 2005), além de atuar como molécula sinalizadora, frente a 
seus inibidores (Fleming I, 2006) ou à Ang II, produto da conversão de seu substrato 
Ang I (Guimarães PB e cols, 2011). 
 A atividade da ECA somática desempenha um importante papel nos SRA e 
SCC, certamente o aspecto mais bem estudado refere-se aos efeitos benéficos dos 
inibidores da ECA ao potencializar as ações da BK, no tratamento de várias 
patologias, os quais têm sido bem estabelecidos em animais de laboratório e em 
milhões de pacientes no mundo.  
 Contudo, até o momento, são poucas as informações sobre a interferência 
dos receptores de cininas sobre a atividade da ECA. Sendo assim, este trabalho 
apresenta grande relevância por apresentar evidências da modulação da atividade 
da ECA pelos receptores B1 e B2 de cininas.  
 Neste sentido, há algum tempo estamos investigando a influência da 
expressão desses receptores, bem como o efeito de seus antagonistas sobre a 
atividade da ECA em diversas condições e modelos celulares.   
 Dados anteriores de nosso laboratório demonstram a viabilidade na 
determinação da atividade da ECA, utilizando substratos com supressão 
intramolecular de fluorescência que apresentam alta seletividade para a enzima 
(Sabatini RA e cols, 2007). Além disso, em Sabatini e cols, 2008, analisamos a 
possibilidade de cross-talk entre ECA e receptor B2 de cininas em células CHO-ECA 
e CHO-ECA/B2, além de células endoteliais primárias provenientes de animais WT e 
B2-/-. Ambos os sistemas mostraram que a presença do receptor B2 pode aumentar 
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significantemente a atividade da ECA, frente ao substrato Abz-FRK(Dnp)P-OH. Os 
resultados demonstraram também que o bloqueio específico do receptor B2 por seu 
antagonista afeta negativamente a atividade catalítica da enzima.  
 Sabe-se que, na membrana plasmática de células endoteliais, receptor B2 e 
ECA estão localizados em sítios muito próximos, provavelmente formando 
heterodímeros (Erdos e cols, 1999; Marcic e cols, 1999; Chen Z e cols, 2006). Desse 
modo, é provável que a influência dos receptores B2 de cininas sobre a atividade da 
ECA seja dependente da comunicação entre estas moléculas na membrana celular. 
 Dados da literatura mostram que há alterações tecido-específicas na atividade 
da ECA de camundongos em certas condições, como a obesidade (Barton e cols, 
2000). Assim, primeiramente neste trabalho e continuando nossa investigação sobre 
a alteração na atividade da ECA provocada pelos receptores de cininas, o perfil 
global desta enzima foi analisado em tecidos provenientes dos camundongos WT e 
knockout, não só para o receptor B2, mas também para o receptor B1 e duplo 
knockout para ambos receptores. A atividade da ECA foi avaliada frente ao substrato 
fluorescente Abz-FRK(Dnp)P-OH nos tecidos, uma vez que não há dados na 
literatura neste sentido. Mesmo não tendo observado diferença entre os grupos, 
tanto em relação à atividade enzimática, quanto em relação à expressão gênica da 
enzima, há a tendência da atividade estar diminuída no coração e no rim dos 
animais onde o receptor B2 está ausente. No caso do rim, a diminuição de expressão 
proteica da ECA nos grupos dos animais onde não há expressão dos receptores B2 
pode explicar a tendência à diminuição da atividade enzimática neste tecido. 
 Apesar da especificidade desses ensaios ter sido confirmada pela completa 
inibição da hidrólise do substrato fluorescente pelo inibidor específico da ECA, 
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lisinopril, o comportamento da atividade dessa enzima pelos receptores de cininas 
precisava ser analisado frente aos substratos fisiológicos, como a Ang I.  
 Deste modo, após a padronização do ensaio de cinética da ECA frente à Ang 
I em tecidos pulmonares de animais WT, foi feita análise da atividade da enzima nos 
diferentes grupos de animais. Ao se observar uma tendência ao aumento na 
atividade da ECA nos grupos dos animais onde o receptor B2 está ausente, pode-se 
inferir que este modelo não é adequado para o estudo do comportamento da cinética 
específica da ECA frente à Ang I, em relação à interação da enzima com os 
receptores de cininas. Deve-se considerar que homogenato de tecidos é um 
microambiente em que há ruptura da membrana plasmática e liberação de diferentes 
atividades que normalmente não entrariam em contato com o substrato. Sendo 
assim, este resultado poderia ser reflexo de outras enzimas também envolvidas no 
processo, já que a Ang I não é substrato exclusivo da ECA (revisado por Fleming I, 
2006). 
 Por conseguinte, a determinação da atividade da ECA em monocamada de 
células endoteliais em cultura, onde a membrana celular permanece intacta, 
possibilita o estudo mais adequado de interações entre os vários constituintes do 
complexo macromolecular. Além do fato de que ECA e receptores de cininas são 
largamente expressos em células endoteliais, que, assim, constituem um modelo 
bastante adequado.  
 Corroborando nossos dados anteriores e utilizando o modelo de células 
endoteliais primárias de camundongos WT e knockout para os receptores B1 e B2, 
neste trabalho observamos que o bloqueio por antagonistas dos receptores ou sua 
ausência, individualmente ou de forma conjunta, promove uma diminuição na 
atividade da ECA, frente ao substrato fluorescente.  
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 Além de sua interação com o receptor B2, é sabido que ECA e receptor B1 
interagem, no sentido em que se observa a capacidade de alguns inibidores da 
enzima de ativar diretamente tal receptor (Ignjatovic T e cols, 2002). Este trabalho 
mostra pela primeira vez uma diminuição na atividade da ECA em células endoteliais 
primárias de camundongos B1-/- e B1B2-/-, além daquelas de B2-/-, em relação ao 
selvagem. Isto acontece sem haver modificação na quantidade de enzima presente 
na membrana plasmática das células endoteliais. Devido à proximidade entre ECA e 
receptores de cininas na superfície celular, é muito provável que exista interação 
física entre tais moléculas, a qual se traduz em interação funcional que beneficia 
tanto a sinalização por meio dos receptores, quanto o aprimoramento na atividade 
da enzima. 
 Em relação ao substrato endógeno Ang I, após sua incubação na 
monocamada das células endoteliais, não foi observada diferença na atividade da 
ECA entre os grupos, por análise em HPLC. Entretanto, este modelo de análise em 
tal aparelho parece não ser viável, pois neste caso é difícil obter reprodutibilidade 
dos resultados, o que despende alto custo dos ensaios. No caso do estudo da 
cinética da ECA, frente à Ang I, deve-se adicionar alta concentração do substrato 
(10-4 M) à monocamada de células para que seja possível a leitura no HPLC, devido 
à sua sensibilidade. Assim, neste caso de células primárias, que é um modelo mais 
próximo do fisiológico em relação à quantidade de enzima presente na membrana, 
mesmo que haja diferença na cinética da ECA entre os grupos, ela deve acontecer a 
uma concentração em que provavelmente o HPLC não detecta.  
 No entanto, nosso grupo já padronizou este tipo de técnica para as células 
CHO transfectadas com a forma somática da ECA (co-transfectadas ou não com os 
receptores de cininas), mostrando-se totalmente funcional. Esta discrepância de 
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resultado entre os modelos celulares estudados pode ser explicada pelo fato de que 
ocorre superexpressão proteica da ECA nas células CHO transfectadas, o que 
geraria quantidade de produto de conversão enzimática sensivelmente passível de 
ser analisada por HPLC. 
 Considerando estas observações, foi feito o mesmo ensaio de cinética da 
ECA frente à Ang I nas células dos diversos grupos, porém analisando a hidrólise do 
substrato por radioimunoensaio. Apesar desta técnica gerar resíduo radioativo, ela é 
sensível, específica e, por isso, torna-se reprodutível. Observamos uma tendência à 
diminuição na atividade da ECA quando os receptores de cininas estão ausentes, 
mas não houve diferença significante na hidrólise de Ang I entre os grupos de 
células endoteliais primárias. 
 Não somente a monocamada de cultura endotelial primária foi estudada, mas 
também se analisou a cinética da ECA nos sobrenadantes destas culturas. Isto 
porque é sabido que a forma solúvel desta enzima provém da liberação daquela que 
está ancorada na membrana plasmática, por clivagem proteolítica em sua parte 
justamembranar, evento conhecido como shedding (Chubb AJ e cols, 2004). Este 
ensaio foi feito para excluir a hipótese de que a diferença observada na atividade da 
ECA entre os diferentes grupos celulares, em monocamada, era em decorrência da 
liberação diferencial da enzima para meio (shedding). Apesar de ocorrer shedding 
da ECA nestas células, não houve diferença de liberação da ECA para o meio entre 
os grupos celulares, nem mesmo alteração desta liberação conforme aumento do 
tempo de coleta do sobrenadante. Corroborando este fato, também não há diferença 
na atividade da ECA circulante, presente no plasma dos camundongos WT e 
knockout para os receptores de cininas. Ou seja, mais uma evidência de que é a 
interação física entre a enzima e os receptores que induz à modulação na cinética 
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da ECA na superfície celular, por alguma alteração na estrutura da enzima, cuja 
atividade aumenta em presença dos receptores de cininas. 
 Sob esta mesma perspectiva, as células foram tratadas com um reagente 
(MβCD) que desfaz os microdomínios da membrana plasmática, onde sabidamente 
ECA e receptores B2 de cininas estão co-localizados (Marcic B e cols, 2000). A 
atividade da ECA foi analisada na monocamada das células primárias e se 
apresentou diminuída no grupo em que os microdomínios de membrana estavam 
desestruturados. Muito provavelmente isto aconteceu devido à perturbação na 
proximidade entre a enzima e o(s) receptor(es) de cininas.  
 A atividade da ECA também foi analisada no sobrenadante de tais células, 
após tratamento com MβCD, para verificar a influência deste tratamento no shedding 
da enzima. Em virtude da atividade da ECA no sobrenadante do grupo tratado 
permanecer diminuída, provavelmente o MβCD não age em seu shedding. 
Consequentemente, pode-se inferir que, quando não se garante mais a proximidade 
entre ECA e receptores de cininas, além de ocorrer a modulação negativa em sua 
atividade, há ainda o alterações na homeostase da enzima que fica ancorada à 
membrana, circunstância provavelmente garantida pela heterodimerização com os 
receptores B2. 
 Dando continuidade nos nossos estudos sobre o papel dos receptores de 
cininas na regulação da atividade da ECA, e a interação deles com a enzima na 
membrana, passamos à etapa de analisá-la em um contexto onde há 
superexpressão das proteínas. 
 Desse modo, analisamos outro modelo celular de cultura primária, ou seja, 
células endoteliais de ratos que superexpressam receptores B1 no endotélio (Merino 
V e cols, 2008). Em concordância com a ideia de que os receptores B1, além dos 
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receptores B2, modulam positivamente a atividade da ECA, observamos aumento na 
sua atividade quando o receptor B1 está superexpresso. De maneira análoga à do 
caso dos camundongos B1-/-, mas opostamente, confirmamos interação funcional 
entre ambas as proteínas. Isto é, quando os receptores B1 de cininas estão 
ausentes, a atividade da ECA está diminuída, ao passo que, quando tais receptores 
estão superexpressos, observamos aumento na atividade da enzima. 
 Ainda, analisamos o comportamento da cinética da ECA em um sistema 
artificial de células, ou seja, células HUVEC transfectadas com ECA e co-
transfectadas com ECA e receptores B1 de cininas. Com este estudo, além de 
termos verificado a modulação da ECA em outro modelo celular, as análises foram 
feitas em um sistema com amplificação do sinal, decorrente da superexpressão 
induzida de ambas as proteínas por transfecção. 
 Assim, foi feita a construção de vetores de expressão com os insertos 
codificantes, tanto para o receptor B1, quanto para a ECA para análises em dois 
sistemas artificiais: células HUVEC-ECA e HUVEC-ECA/B1. Novamente observamos 
concordância em relação à hipótese de que os receptores B1 de cininas, além dos 
receptores B2, modulam positivamente a ECA, quando se observa aumento 
significativo em sua atividade nas células HUVEC-ECA/B1 ao compará-las às 
HUVEC-ECA. 
 Este modelo artificial aqui construído será de extrema importância fisiológica, 
ao ser utilizado em futuros estudos para análise da atividade da ECA com substratos 
endógenos, dando continuidade na investigação da modulação da enzima. 
 
Interação entre CPM e receptores de cininas 
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 A função clássica da CPM de clivar a BK promove a formação de agonistas 
para o receptor B1 de cininas, como a des-Arg
9-BK. Além disto, permite a liberação 
da arginina ao clivá-la de peptídeos em C-terminal, a qual atua em diversos tecidos 
e células, possibilitando a formação de óxido nítrico, por ação da enzima óxido 
nítrico sintetase (Ignjatovic T e cols, 2004).  
 A disponibilidade de des-Arg-cininas para os receptores B1 somente acontece 
de forma eficiente, pelo fato de que CPM e receptores estão co-localizados na 
membrana plasmática, onde se verifica a existência de microdomínios como as lipid-
rafts (Razani B e cols, 2002). Da mesma maneira que ECA e receptores B2, a 
interação entre CPM e receptores B1 facilita a sinalização dos mesmos nesses 
locais, justamente por gerar seus agonistas (Zhang X e cols, 2008). Entretanto, 
neste caso tal interação também foi investigada somente do ponto de vista do 
receptor. Pela primeira vez na literatura, nossos resultados mostram que neste caso 
igualmente há modulação na atividade da enzima. 
 Apesar do estudo por Zhang X e cols, 2008 apresentar-se sob o ponto de 
vista do receptor B1, eles demonstraram que a atividade da CPM está aumentada 
quando esses receptores estão presentes, em modelos de células HEK293 
transfectadas com a enzima e receptor humanos.  
 Desta maneira, nossos dados corroboram o estudo anteriormente citado, ao 
mostrar que a atividade da CPM encontra-se modulada negativamente quando, não 
só os receptores B1, mas também os B2 estão ausentes em células endoteliais 
primárias, frente ao substrato fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH. Este aspecto torna-
se bastante interessante, pois confirmamos nossa hipótese de modulação da enzima 
pelos receptores de cininas em modelos celulares diferentes daquele usado por 
Zhang X e cols, 2008.  
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 Além disto, diferentemente do caso da modulação na atividade da ECA, outra 
perspectiva notável foi que não observamos diferença na atividade da CPM em 
células endoteliais provenientes de camundongos selvagens tratadas com os 
antagonistas dos receptores de cininas.  
 Com estas análises, somadas as de que, tanto a expressão gênica quanto a 
proteica da CPM estão diminuídas nas células dos camundongos knockout, neste 
caso podemos inferir que a modulação negativa na atividade da CPM aconteça mais 
por eventos transcricionais e traducionais, do que por mudança conformacional que 
a interação com receptor pode causar na enzima. Outros achados que nos permitem 
hipotetizar este fato são aqueles em relação ao perfil proteico da enzima em tecidos 
dos camundongos knocktout. Tanto no rim como no pulmão desses animais, a 
expressão proteica da CPM está diminuída. 
 Suportando a ideia de que os receptores B1, além dos receptores B2, 
modulam positivamente a atividade da CPM, também estudamos sua cinética em um 
contexto de superexpressão. Ou seja, também utilizamos o modelo celular endotelial 
primário de ratos que superexpressam receptores B1 no endotélio (Merino V e cols, 
2008), como no caso da ECA. Foi observado aumento na atividade da CPM quando 
o receptor B1 está superexpresso, corroborando o fato de que a expressão da 
enzima acompanha a expressão do receptor (Zhang X e cols, 2011). Este resultado 
confirma novamente uma interação funcional entre ambas as proteínas, sob a visão 
da enzima. 
  De maneira diferente da que acontece com a ECA, em relação à presença no 
plasma, neste local também se encontra a carboxipeptidase N, além da CPM, a qual 
também pertence à família das CP regulatórias do tipo B (Skidgel RA e Erdös EG, 
2007). CPM e CPN possuem seus sítios ativos altamente conservados e, por isso, 
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compartilham a especificidade pelos mesmos substratos (Matthews KW e cols, 
2004). Sendo assim, para saber se há alguma diferença também em relação às CPs 
presentes no plasma, foram analisadas as atividades das CPM/N frente ao substrato 
fluorescente Dansyl-Ala-Arg-OH, as quais se mostraram agir cineticamente 
semelhantes entre os grupos de camundongos WT e knockout para os receptores 
de cininas. Entretanto, este resultado reflete basicamente a atividade da CPN no 
plasma, por se encontrar numa quantidade muito maior que a CPM neste local. Por 
este motivo, esta atividade mascara toda e qualquer diferença que porventura fosse 
encontrada em relação à CPM. 
 Tratando-se do shedding da CPM, até o momento pouco se sabe a respeito 
dos mecanismos envolvidos e, por esta razão, foi investigada a atividade da enzima 
nos sobrenadantes incubados em tempos crescentes nas células endoteliais 
primárias provenientes dos diferentes grupos. Além disto, semelhantemente ao caso 
da ECA, há a necessidade de descartar a hipótese da diferença encontrada na 
atividade da CPM no grupo de células knockout decorrer da liberação diferencial da 
enzima para o meio. Foi verificado que não houve diferença de shedding entre os 
grupos, indicando que a ausência dos receptores de cininas não altera este evento. 
Porém, surpreendentemente foi observado aumento de shedding conforme aumento 
do tempo de coleta do incubado celular, fato não visto em relação à enzima 
conversora. 
 Considerando que CPM e receptores B1 de cininas estão co-localizados em 
lipid-rafts, ou seja, em regiões da membrana plasmática ricas em colesterol, as 
células foram tratadas com MβCD, um reagente que desfaz tais microdomínios por 
sequestrar aquele lipídeo. Sendo assim, desestruturou-se a proximidade entre a 
enzima e o receptor. Após o tratamento com tal reagente, a atividade da CPM na 
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monocamada de células foi investigada, a qual se apresentou surpreendentemente 
aumentada no grupo tratado. A mesma análise foi feita no sobrenadante do 
incubado celular, onde não se observou alteração na atividade da CPM, indicando 
que tal reagente, por si só, não altera a liberação da enzima para o meio. 
 A princípio, seria esperado que, com a co-localização não garantida entre 
CPM e receptor B1, ele deixaria de modular a enzima de forma positiva. Após este 
tratamento, como a atividade da CPM apresentou-se aumentada na monocamada 
celular, certamente outro componente membranar do sistema poderia estar agindo 
neste contexto.  
 
Interação entre ECA e CPM 
 
 Dados da literatura mostram uma atividade GPI-ásica da ECA (Kondoh G e 
cols, 2005), uma das suas funções não-clássicas relacionada à sua isoforma 
testicular, a qual libera para o plasma seminal proteínas ligadas à membrana via 
âncora de GPI, evento importante na fertilização. Neste sentido, trabalhos mostram 
que a ECA é capaz de liberar a CPM da membrana de células CHO e MDCK (Sun X 
e cols, 2008), já que ambas as enzimas estariam co-localizadas (Bruneval P e cols, 
1986; Skidgel RA, 1989; Warner FJ e cols, 2005). 
 Portanto, como foi verificada não só a robusta liberação da CPM, analisada 
no sobrenadante após 1 hora de incubação na monocamanda celular, mas também 
o aumento em sua atividade na membrana após tratamento com MβCD, incubamos 
ECA recombinante nas células de camundongos WT. Corroborando os dados de 
Sun X e cols, 2008, a atividade da CPM aumentou de forma significante no 
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sobrenadante do grupo incubado com ECA. Com isso, confirma-se shedding da 
CPM pela ECA no presente modelo de células endoteliais primárias. 
 Ainda, o inibidor da ECA, lisinopril, foi incubado na monocamada das células 
endoteliais de camundongos selvagens, para analisar a possibilidade dos sítios 
ativos da enzima participar neste processo. Da mesma maneira que Sun X e cols, 
2008, os sítios ativos da ECA provavelmente não participam no shedding da CPM, 
cuja liberação da membrana plasmática não foi alterada. 
 
 Acreditamos que, com este trabalho abre-se um amplo campo de 
investigação destas enzimas, não só neste contexto de interação com os receptores 
de cininas (sobretudo em relação à CPM, informação que é nova na literatura), mas 
também em relação à homeostase da CPM na membrana, que é ECA-dependente. 
  Podemos inferir que a significância fisiológica de nossos resultados está 
relacionada com o controle dos níveis de BK e Ang I, dois potentes peptídeos 
vasoativos com efeitos opostos, nos locais onde ECA, CPM e receptores de cininas 
são expressos. Assim, a interação entre essas proteínas pode contribuir para 
potenciar os efeitos da Ang II e dos derivados da BK em alguns tecidos, e esse 
mecanismo pode agir como um feedback nas vias dos sistemas SCC e SRA, em 
diversas condições metabólicas. 
 Ainda, estudar a modulação na atividade destas enzimas pelos receptores de 
cininas frente aos substratos endógenos é um grande avanço no entendimento dos 
sistemas onde estas moléculas tem ação. Sendo assim, outros substratos 
endógenos da ECA e da CPM, além de outras formas de análise precisam ser 
futuramente investigados para enriquecer este campo do conhecimento. 
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 Considerando a relevância fisiológica da ECA, CPM e receptores e o papel de 
seus inibidores e ou antagonistas na clínica, nós acreditamos que estes resultados 
ajudarão esclarecer a relação entre as enzimas do sistema SCC e os receptores de 
cininas, e ajudarão a entender os mecanismos controladores dessas interações.
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 Angiotensin-converting enzyme (ACE) is an ectoprotein able to modulate the 
activity of a plethora of compounds, among them angiotensin I and bradykinin. 
Carboxypeptidase M (CPM) is a GPI anchored enzyme that plays a role in kallikrein-
kinin system. CPM catalytic domain hydrolyzes Lys or Arg from C-terminal peptides 
(i.e., bradykinin and kallidin), generating B1 receptor agonist, as des-Arg
9-BK. It is 
known that ACE and kinin B2 receptors, and CPM and kinin B1 receptors are co-
localized in plasma membrane microdomains, where they interact with each other, 
facilitating the receptors signaling. Enzyme-receptor interactions in membrane 
microdomains are not well understood, especially from the enzyme’s point of view. In 
this context, this study becomes crucial, considering the ectoenzymes role, like ACE 
and CPM, in kallikrein-kinin system. Therefore, we hypothesized and confirmed that 
ACE-B2 and CPM-kinin B1 receptors interactions might also affect the enzyme 
activity, by using the fluorescent substrate from each case, in several cellular models. 
Besides, the ACE-CPM interaction alters the CPM homeostasis on plasma 
membrane, which is released from the cellular surface. This work will contribute not 
only to better understanding of kallikrein-kinin system in general, but also locally, 
influencing on endothelial function. 
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Apêndice A – Construção dos vetores de expressão da ECA e receptor B1 de 
cininas 
 
Preparação de bactérias competentes com CaCl2 
 
 Uma cultura de Escherichia coli DH5α foi iniciada em 20 mL de meio Luria-
Bertani (LB) e, no dia seguinte, 5 mL da cultura foram transferidos para uma garrafa 
estéril de 1 L contendo 300 mL de LB,  seguindo-se a incubação com agitação a 37 
°C até se obter um valor de absorbância em torno de 0.5 em 600 nm. A cultura foi 
então transferida para frascos de centrifugação estéreis, incubada no gelo por 20 
min e centrifugada a 3000 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as 
células foram suspensas suavemente em 50 mL de CaCl2 0.1 M em banho de gelo, 
em que ficaram incubadas por 30 min. A seguir, as células foram centrifugadas a 
3000 x g por 5 min a 4 °C, após o que o sobrenadante foi descartado e as bactérias 
foram ressuspendidas em 2 mL de CaCl2 (0.1 M), adicionados de 2 mL de glicerol 15 
%. As bactérias foram então aliquotadas (100 µL por tubo) e rapidamente 
congeladas a – 80 °C.  
 
Transformação de E. coli DH5α 
 
 Para a transformação, foi usado o método do choque térmico, no qual a 
parede celular das bactérias competentes é desestabilizada temporariamente, 
permitindo a entrada de DNA exógenos. Os vetores (1 μL cada e separadamente) 
foram incubados por 30 minutos em gelo com 50 µL de bactéria competente E. coli 
DH5α, previamente preparadas como descrito no item anterior. Seguiu-se o choque 
térmico a 42 °C por 30 segundos e rapidamente as bactérias com os respectivos 
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vetores foram deixadas no gelo por mais 2 minutos. Em seguida, o volume da 
cultura foi elevado para 100 µL com meio LB, sendo que 75 ou 25 µL desse volume 
foram plaqueados em placa de Petri contendo LB sólido (1,5 % de bacto-ágar) e 50 
µg/mL de antibiótico ampicilina, para a seleção das colônias transformadas com os 
vetores, os quais contêm resistência àquele antibiótico. Após o inóculo, a placa de 
Petri foi incubada em estufa a 37 °C por 16 horas.  
 Após a transformação das bactérias competentes com o vetor, foi necessário 
fazer uma seleção para a escolha dos clones corretos. Para isso, foram escolhidas 
algumas colônias que cresceram após a transformação e foi feita a extração do DNA 
plasmidial por meio de uma mini-preparação.  
 
Mini Preparação do DNA plasmidial (Mini-Prep) 
 
 As colônias selecionadas da placa de Petri, foram transferidas para tubos 
contendo 5 mL de meio LB com ampicilina (50 μg/mL) e incubadas por 16 h a 37 °C 
sob agitação. Posteriormente, este meio contendo as bactérias foi centrifugado 
(6000 x g/ 15 min/ 4 °C). Foi utilizado QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). O 
precipitado foi ressuspendido em 250 μL de tampão P1 e, em seguida, foram 
adicionados 250 μL de tampão P2 (solução de lise); após agitação e incubação por 5 
minutos, foram adicionados 350 μL de tampão N3 (solução de neutralização). As 
amostras foram agitadas e, em seguida, centrifugadas (17900 x g/ 10 min/ 
temperatura ambiente). O sobrenadante foi transferido à QIAprep spin columm e 
submetido à centrifugação (17900 x g/ 1 min/ temperatura ambiente). A coluna foi 
lavada por adição de 500 µL do tampão PB, centrifugada (17900 x g/ 1 min/ 
temperatura ambiente), lavada novamente com 750 µL de tampão PE e centrifugada 
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(17900 x g/ 1 min/ temperatura ambiente). O DNA foi eluído da coluna com adição 
de 50 µL de tampão EB e centrifugação a 17900 x g/ 1 min/ temperatura ambiente.   
 
Confirmação do DNA plasmidial 
 
 Para confirmação dos clones positivos dos vetores utilizados, o DNA 
resultante das mini-preparações foi submetido à digestão com endonuclease de 
restrição, apropriada em cada caso, de modo que, após eletroforese, a presença e o 
tamanho do inserto e do vetor pudessem ser verificados. A quantidade de 2 μL do 
DNA extraído foi incubada com 1U da enzima de restrição (1 µL), em presença de 2 
μL do tampão 10x Fast Digest Buffer (Thermo Scientific) e água Milli-Q para 
completar 20 μL de volume total da reação. Após a incubação a 37 °C por 5 min, 
para ação da enzima, e a 80 °C por 5 min, para inativação da mesma, todo volume 
da reação foi aplicado ao gel de agarose 1% para visualização das bandas. 
 
Maxi preparação do DNA plasmidial (Maxi-Prep) 
 
 Após determinação dos clones positivos contendo o plasmídeo com o inserto 
de cDNA desejado por meio da mini-prep e verificação das bandas no gel, as 
bactérias correspondentes foram incubadas em 100 mL meio LB, contendo 
ampicilina (50 µg/mL) por 16 h a 37 °C sob agitação. Em seguida, procedeu-se a lise 
alcalina das bactérias num processo de preparação de DNA plasmidial semelhante 
ao descrito anteriormente (mini-prep), porém em maior escala, denominado maxi-
preparação de DNA plasmidial (maxi-prep), com a utilização de QIAGEN Plasmid 
Maxi Kit. O meio foi centrifugado (6000 x g/ 15 min/ 4 °C), o precipitado foi 
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ressuspendido em 10 mL de tampão P1; as bactérias foram lisadas com 10 mL de 
tampão P2 e, após agitação e incubação por 5 min a temperatura ambiente, o meio 
foi neutralizado com 10 mL de tampão P3 gelado. A solução resultante foi incubada 
em gelo por 20 min e centrifugada (20000 x g/ 30 min/ 4 °C). O sobrenadante foi 
novamente centrifugado (20000 x g/ 15 min/ 4 °C) e foi adicionado a uma coluna de 
troca aniônica (QIAGEN-tip 500), previamente equilibrada com 10 mL da solução 
QBT, sob condições apropriadas de pH e baixa concentração de sais. Para remover 
RNA, proteínas e outras impurezas, a coluna, contendo o DNA adsorvido, foi lavada 
aumentando-se a concentração de sais com 60 mL de tampão QC. Posteriormente, 
o DNA foi eluído da coluna utilizando 15 mL de tampão QF (alta concentração de 
sais). O DNA foi precipitado pela adição de 10,5 mL de isopropanol, seguida de 
centrifugação (15000 x g/ 30 min/ 4 °C). O precipitado foi lavado com 5 mL de etanol  
70 % e, após centrifugação (15000 x g/ 10 min/ temperatura ambiente) e secagem 
por 10 min, o DNA foi ressuspendido em aproximadamente 100 µL de tampão TE e 
estocado a – 20 °C. A concentração da amostra foi determinada pela absorbância a 
260 nm, e a pureza pela relação entre os valores de absorbância a 260 nm e 280 nm 
(A260/A280). A produção média para os vetores foi em torno de 1.5 mg e a pureza foi 
considerada satisfatória quando a relação (A260/A280) ficou em torno de 1.8. As 
amostras do DNA obtidas por Maxi-Prep (200 ng) foram digeridas da mesma forma 
como descrito anteriormente para a Mini-Prep, a fim de confirmar a presença do 
vetor e do inserto, e a amostra injetada em gel preparativo de agarose 1%. 
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Reação de ligação dos insertos nos vetores  
 
 Os fragmentos de DNA previamente purificados foram inseridos nos vetores 
por meio da ligação com T4 DNA Ligase (1 U) em presença de 5 µL do tampão da 
enzima e água Milli-Q autoclavada para um volume final de 10 μL. Foram testadas 
diversas razões molares inserto/vetor, baseadas no cálculo da quantidade de 
inserto, pela fórmula a seguir: 
            
                    
        
                           
   
 Essa mistura foi incubada a 16 °C overnight. 
 
Extração e purificação dos fragmentos de DNA de gel de agarose com o kit 
QIAquick Gel Extraction 
 
 As bandas desejadas e identificadas no gel de agarose foram removidas com 
uma lâmina limpa, minimizando ao máximo o excesso de agarose, e transferidas 
para um tubo de reação de 1,5 mL. A purificação das amostras foi feita utilizando-se 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). O gel foi solubilizado pela adição de tampão 
QG (3 vezes o volume do gel, por exemplo, 300 µL de tampão para cada 100 mg ou      
100 µL de gel) e  incubação a 50 °C por 10 minutos. Após a completa dissolução do 
gel, a solução deve apresentar cor amarela, similar à do tampão QG. A seguir, foi 
adicionado isopropanol à solução, na proporção de 1 volume do gel, e submetidos à 
agitação seguida de centrifugação através da QIAquick spin column (17900 x g/ 1 
min/ temperatura ambiente). O conteúdo da coluna foi lavado com 500 µL de tampão 
QG, por centrifugação (17900 x g/ 1 min/ temperatura ambiente), para remoção de 
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traços de agarose. A coluna foi novamente lavada, mas com 750 µL de tampão PE, 
que contém etanol (17900 x g/ 1 min/ temperatura ambiente). O DNA foi eluído da 
coluna por adição de 50 µL de tampão EB, seguida de centrifugação (17900 x g/ 1 
min/ temperatura ambiente), e foi mantido a – 20 °C. 
 
Vetor contendo a região codificadora para a ECA 
 
 O vetor contendo a região codificadora para a ECA (peACE, ~ 6938 pb, figura 
A1) (Wei L e cols, 1991), gentilmente cedido pelo Dr. François Alhenc-Gelas (Paris, 
França), foi ampliado para posterior digestão e purificação desta região. 
 
Figura A1. Representação esquemática do vetor peACE. À esquerda, está representado todo o 
mapa de restrição do vetor enviado pelo Dr. François Alhenc-Gelas (Paris, França); à direita, está 
representado o vetor peACE de uma maneira esquemática, em que as setas vermelhas indicam os 2 
sítios de restrição para a enzima de restrição EcoRI, utilizada para a obtenção da região codificadora 
da ECA. 
 
 
 
peACE
6938 pb
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Construção do vetor pcDNA3.1/hygro-hECA 
 
 O vetor pcDNA3.1/hygro/lacZ está representado na figura A2 e foi utilizado 
para expressar a ECA em células HUVEC. Escolheu-se colocar o inserto da ECA 
neste vetor de expressão, por ser mais adequado no momento de escanear os 
clones celulares positivos para a enzima, e por conter o gene de resistência à 
higromicina. 
  
 
Figura A2. Representação esquemática do vetor pcDNA3.1/hygro/lacZ. Figura retirada do manual 
do fabricante (Life Technologies). 
 
 A região codificadora para a ECA foi retirada do vetor peACE e inserida no 
vetor pcDNA3.1/hygro/lacZ por digestão destes três tipos de DNAs por HindIII e 
XbaI, segundo reações de digestão e de ligação já descritas. 
 
Clonagem dos receptores B1 e B2 de cininas humanos 
 
 - Células AD293 
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 Foram utilizadas células das linhagens AD293 (linhagem derivada das células 
HEK293 – Human Embryonic Kidney) para extração de RNA e obtenção da região 
codificadora para os receptores de cininas. As células AD293 foram cultivadas em 
garrafas de 800 mL contendo meio de cultura DMEM, suplementado com 10 % de 
soro fetal bovino e 2 mM de glutamina. Como antibióticos, foram utilizados penicilina 
(100 U/mL) e estreptomicina (100 µg/mL). As células foram mantidas em estufa a 37 
°C e 5 % de CO2 em atmosfera úmida. O meio foi trocado a cada 3-4 dias. 
 
 - Indução da expressão dos receptores B1 de cininas por estimulação 
com LPS ou R838 
 
 As células AD293 foram transferidas para placas de 24 poços na densidade 
de 104 células/ poço. Após 24 h, as células foram estimuladas com 1 µg/mL de 
lipopolissacarídeo (LPS) ou  com 10-7 M do agonista dos receptores B1, R838 
(Sar[D-Phe8]desArg9-BK). As células foram coletadas após os tempos de 12, 24, 48 
e 72 horas, cujo conteúdo de RNA total foi extraído. 
 Assim, após a preparação de sangue humano com reagente Ficoll e estímulo 
das células AD293 com LPS ou R838, o RNA total foi extraído, utilizando-se TRIzol® 
Reagent, conforme a especificação do fabricante, e foi reversamente transcrito para 
cDNA. 
 
 - Obtenção da região codificadora para o receptor B1 de cininas humano 
(hBDKRB1) por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
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 Os cDNAs foram então submetidos às PCRs (tabelas 1 e 2), para obtenção 
da região codificadora para o receptor B1 de cininas proveniente de humano 
(tamanho do fragmento 1227 pb), com a utilização de primers específicos que foram 
desenhados flanqueando a região codificadora do mRNA do receptor. As 
sequencias de todos os primers utilizados estão apresentados na “Lista de primers”. 
 Primeiramente, a PCR foi conduzida em termociclador Veriti (Life 
Technologies), com a utilização da enzima Taq DNA polimerase (GoTaq, 
Promega), de acordo com os protocolos sugeridos pelo fabricante (tabela 1). 
 Em seguida, procedeu-se a PCR em touchdown com a utilização da enzima 
DNA polimerase de alta fidelidade (AccuPrime™ Pfx SuperMix, LifeTechnologies), 
como sugeridos pelo fabricante (tabela 2). 
Tabela 1. Procedimento da PCR para a amplificação de hBDKRB1 com Taq DNA polimerase 
convencional. 
Reagentes Temperaturas 
10 µL Master Mix Green GoTaq 
0.5 µL primer Fwd (5 ou 10 µM) 
0.5 µL primer Rev (5 ou 10 µM) 
1 µL cDNA (puro, diluído 1:5 ou 1:10) 
1 µL DMSO 
7 µL H2O 
95 °C – 5 min 
95 °C – 45 s 
53.7 °C – 45 s                x 35 
72 °C – 1 min 20 s 
72 °C – 10 min 
4 °C –  ∞ 
  
Tabela 2. Procedimento da PCR para a amplificação de hBDKRB1 com DNA polimerase de alta 
fidelidade. 
Reagentes Temperaturas 
23 µL SuperMix Pfx 
0.5 µL primer Fwd ( 5 ou 10 µM) 
0.5 µL primer Rev (5 ou 10 µM) 
1 µL cDNA (puro, diluído 1:5 ou 1:10) 
1 µL DMSO 
 
95 °C – 5 min 
95 °C – 45 s 
56.5 a 50.5°C – 45 s         x 4 cada temperatura de 1 em 1 °C 
68 °C – 2 min 30 s 
68 °C – 7 min 
4 °C –  ∞ 
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 Posteriormente, os fragmentos de DNA purificados, correspondentes aos 
insertos dos receptores B1 de cininas, foram submetidos à nova PCR, com utilização 
de primers contendo sítios para endonucleases de restrição apropriadas para 
posterior ligação no vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro. Além disso, os 
primers forward possuíam a sequência de Kozak, que devia ser adicionada antes do 
códon iniciador (ATG) dos insertos para ótima tradução, como sugerido pelo 
fabricante daquele vetor de expressão. 
 De maneira análoga às anteriores, primeiramente conduziu-se a PCR em 
touchdown com Taq DNA polimerase convencional, para depois seguir com a 
utilização de enzima de alta fidelidade.  
 Todos os fragmentos de DNA resultantes de todas as reações foram 
analisados por eletroforese em gel de agarose 1 % em tampão TAE (40 mM Tris 
acetato pH 8.3 e 1 mM EDTA), coletados do gel e purificados. 
 
Subclonagem em vetor pGEM-T Easy 
 
 O vetor adquirido comercialmente, pGEM-T Easy (Promega), que se 
apresenta linearizado, foi utilizado para sub-clonagem dos insertos de B1, antes de 
sua ligação ao vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro. 
 O mapa esquemático do vetor está representado na figura A3. 
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Figura A3. Representação esquemática do vetor pGEM-T Easy. Figura retirada do manual do 
fabricante (Promega). 
 
 - Tratamento com dATP 
 
 Os fragmentos de DNA purificados foram submetidos a tratamento com dATP 
para posterior ligação no vetor pGEM-T Easy, uma vez que a utilização da enzima 
de alta fidelidade Pfx nas PCRs gera extremidades “cegas” (blunt-ended) nos 
insertos. Daí, torna-se necessário adicionar dATP aos insertos e, com isso gerar 
extremidades coesivas, para que a ligação nesse vetor seja eficiente.  
 Para isso, foram utilizados 5 µL dos fragmentos de B1 previamente 
purificados, 1 µL de dATP (2 mM), 5 U de GoTaq (Promega) em presença de 2 µL 
do tampão 5x concentrado da enzima e 1 µL de MgCl2 (1.25 mM), totalizando 10 µL 
de volume final. A reação foi incubada por 30 min a 70 °C em termociclador Veriti 
(Life Technologies). 
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Construção dos vetores de expressão 
 
Vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro 
 
 Com a finalidade de expressar os receptores B1 de cininas provenientes de 
humano, nas células HUVEC previamente transfectadas com a ECA humana, foi 
escolhido o vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, de tamanho 7384 pb 
(System Biosciences) (figura A4). Isto porque este confere resistência ao antibiótico 
puromicina, sendo um sistema de seleção celular distinto daquele conferido pelo 
vetor onde a ECA está clonada (higromicina). Desta maneira, garantimos a co-
seleção das células que expressam tanto o vetor com a ECA, quanto do vetor com o 
receptor de cininas B1, gerando linhagens celulares estavelmente transfectadas com 
ambas as proteínas. 
 
 
Figura A4. Representação esquemática do vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro. 
Figura retirada do manual do fabricante (System Biosciences). 
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 O vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, gentilmente cedido pelo Prof. Marcelo 
Mori (UNIFESP) foi ampliado por maxi-prep, cuja alíquota de 2 μL (até 1 μg) foi 
incubada com 1U da enzima HindIII (1 µL), em presença de 2 μL do tampão 10x 
Fast Digest Buffer (Thermo Scientific) e água Milli-Q para completar 20 μL de 
volume total da reação, a fim de se confirmar tal vetor. Após a incubação a 37 °C por 
5 min, para ação da enzima, e a 80 °C por 10 min, para inativação da mesma, todo 
volume da reação foi aplicado ao gel de agarose 1% para visualização das bandas. 
De acordo com o esquema representativo do mapa de sítios de restrição do vetor, e, 
após esta digestão, o padrão de bandas esperado é 3424, 1702, 1122, 583 e 553 
pb. 
 De maneira análoga, esse vetor também foi digerido com as mesmas 
enzimas, cujos sítios de restrição tinham sido previamente adicionados aos insertos 
dos receptores de cininas (NheI e BamHI no caso do receptor B1. Seguiu-se o 
protocolo de digestão já descrito. 
 Os fragmentos de DNA previamente digeridos do vetor pGEM-T Easy foram 
inseridos no vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro por meio da ligação 
com T4 DNA Ligase como já descrito anteriormente, com a diferença de que foram 
testadas duas razões molares inserto/vetor (3:1 e 10:1). 
 Seguiram-se os procedimentos de transformação de bactérias competentes e 
mini-preparação do DNA plasmidial como também já descrito. 
 A confirmação de que os insertos estavam presentes do vetor de expressão 
deu-se pela digestão com as endonucleases de restrição, cujos sítios de restrição 
haviam sido adicionados aos fragmentos do receptor (NheI e BamHI), procedimento 
já descrito.  
Apêndice A 
 
116 
 
 Além disso, foi feita a digestão do vetor com a enzima HindIII, cujo padrão de 
bandas esperado foi de 3424, 1702, 553, 583, 2179, como também já descrito. 
 De maneira semelhante à sub-clonagem no vetor pGEM-T Easy, os 
fragmentos de DNA plasmidial purificados correspondentes ao vetor de expressão 
pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro com os insertos dos receptores B1 de cininas foram 
novamente submetidos a sequenciamento. Nesta etapa, foram utilizados os mesmos 
primers das PCRs descritas, além dos primers internos utilizados no 
sequenciamento anterior. 
 Após confirmação das sequências dos vetores com os respectivos insertos, 
eles foram denominados pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1 e pCDH-CMV-MCS-
EF1-Puro-hBDKRB2. 
 Tendo confirmadas as sequências corretas dos insertos dos receptores B1 de 
cininas no vetor de expressão, seguiu-se com a maxi-preparação para produção em 
larga escala do DNA plasmidial, para posterior co-transfecção nas células HUVEC-
ECA. 
 
Sequenciamento 
 
 Os DNAS purificados obtidos das mini-preparações foram sequenciados 
automaticamente por meio do  sequenciador ABI PRISM 3130xl genetic analyser 
(Life Technologies), com primers adequados para cada situação. 
 Na reação de sequenciamento foi utilizado o kit BigDyeTM Terminator Ready 
Reaction Mix [500 ng do DNA, 3.2 pmoles de cada primer (forward e reverse), 2.0 μL 
da solução Big Dye, tampão de reação e água para um volume final de 10 μL] e as 
amostras foram amplificadas no termociclador nas seguintes ciclagens: inicialmente 
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94 °C por 5 min; 94 °C por 20 s, 48 °C por 10 s e 60 °C por 4 min (25 repetições) e, 
finalmente, mantendo a 4 °C.  
 Posteriormente, a reação foi purificada por precipitação por meio da adição de 
40 μL de etanol (75 %), seguida de agitação e incubação à temperatura ambiente 
por 15 minutos. Após centrifugação (4000 g / 30 min a 25 °C), o etanol foi 
desprezado e 200 μL de isopropanol (75 %) foram adicionados. Em seguida, as 
amostras foram novamente centrifugadas (4000 g/ 20 min a 25 °C). O sobrenadante 
foi desprezado e as amostras foram incubadas a 90 °C por 1 minuto até completa 
evaporação do isopropanol. O precipitado de DNA foi ressuspendido em 2 μL de 
tampão de corrida (Blue Dextran/formamida deionizada), as amostras desnaturadas 
a 95 °C por 2 minutos e imediatamente colocadas em gelo até o momento da 
aplicação no gel. 
 A última etapa do sequenciamento consistiu na corrida eletroforética em gel, 
utilizando-se como corante fluorescente o reagente BigDye3 no método 
automatizado do aparelho ABI PRISM 3130xl genetic analyser. 
 
Resultados 
 
I. Construção do vetor pcDNA3.1/hygro-hECA 
 
 Tendo em mãos o vetor peACE, gentilmente cedido pelo Dr. François Alhenc-
Gelas (Paris, França), ele foi utilizado para obtenção da região codificante para a 
ECA, para posterior ligação no vetor pcDNA3.1/hygro/lacZ, mais apropriado para a 
expressão da enzima e escaneamento dos clones celulares positivos.  
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 Sendo assim, foi feita digestão pelas endonucleases HindIII e XbaI, cujos 
sítios de restrição estão presentes flanqueando tal inserto no vetor peACE, além de 
estarem de maneira apropriada no vetor pcDNA3.1/hygro/lacZ, para a correta 
ligação do inserto da ECA. 
 A figura A5 mostra clones do vetor peACE e 3 clones do vetor pcDNA 
3.1/hygro/lacZ após digestão por HindIII/XbaI, em que se pode ver as seguintes 
bandas: à direita da figura, vê-se a de peso molecular 4026 pb, que corresponde ao 
inserto da ECA e a de peso molecular 2912 pb, que corresponde ao vetor peACE 
sem o inserto; à esquerda da figura, observa-se a banda de peso 5576 pb, que 
corresponde ao vetor pcDNA 3.1/hygro/lacZ sem o lacZ, que foi digerido do vetor e 
cuja banda é a de peso 3072 pb. 
 
 
Figura A5. Digestão dos vetores peACE e pcDNA3.1/hygro/lacZ com as enzimas de restrição 
HindIII e XbaI. Os vetores peACE e pcDNA3.1/hygro/lacZ foram submetidos à digestão HindIII/XbaI a 
37 °C por 5 min. A liberação do inserto correspondente à região codificadora para a ECA pode ser 
confirmada pela banda de tamanho 4026 pb; e a liberação do gene lacZ, pela banda de tamanho 
3072 pb. As banda de tamanho 2912 e 5576 pb correspondem aos vetores peACE e 
pcDNA3.1/hygro/lacZ vazios, respectivamente. “M” corresponde ao marcador de peso molecular  
DNA/Hind III Fragments (Life Technologies). 
 
pcDNA3.1 hygro/lacZ
1                            2                          3
peACE
100 pb M 1                          2                          3
ECA 4026 pb
vetor 2912 pb
vetor 5576 pb
lacZ 3072 pb
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 Após a confirmação da liberação dos insertos da ECA, estes foram 
purificados e submetidos a mini-prep, para posterior reação de ligação dos insertos 
no vetor pcDNA3.1/hygro/lacZ (agora, sem o fragmento do lacZ).  
 Para confirmar se a reação de ligação ocorreu com êxito, a construção foi 
submetida à digestão com a enzima de restrição HincII (figura A6). Na figura pode-
se observar que os clones 1, 2, 4, 6, 7, 10 contêm o inserto da ECA, por gerarem o 
padrão de bandas de tamanho esperado 6630, 2185, 458 e 234 pb, quando 
comparados ao padrão de bandas gerado pela digestão do vetor sem o inserto da 
ECA. 
 
Figura A6. Digestão da construção pcDNA3.1/hygro-hECA com a enzima de restrição HincII. Os 
clones da construção pcDNA3.1/hygro-hECA foram submetidos à digestão HincII a 37 °C por 5 min. 
O padrão de bandas esperado quando se tem o inserto da ECA ligado ao vetor é de 6630, 2185, 458 
e 234 pb, quando comparado ao padrão que se tem da digestão do vetor sem tal inserto. Os clones 
que continham o inserto (1, 2, 4, 6, 7, 10) foram utilizados na transfecção, após sequenciamento. “M” 
corresponde ao marcador de peso molecular  DNA/Hind III Fragments (Life Technologies); “ø” 
correspondeao vetor vazio. 
 
 
 - Sequenciamento de pcDNA3.1/hygro-hECA 
 
M 1               2                3                4               5                ø 6               7                  8              9               10              M
6630 pb
2185 pb
458 pb
234 pb
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 Após a primeira constatação de que a ligação dos insertos da ECA ao vetor 
pcDNA3.1/hygro tinha sido eficiente, por digestão com com a enzima de restrição 
HincII, os seis clones positivos foram submetidos a sequenciamento.  
 Tal procedimento foi executado tanto com a utilização de primers flanqueando 
as extremidades dos insertos, quanto com primers de complementaridade interna a 
ao longo dos éxons que correspondiam à região codificante. Com isso, garantiu-se o 
alinhamento de toda a extensão dos fragmentos clonados, podendo confirmar a 
sequência da região codificadora para a ECA. 
 Todos os clones mostraram-se corretos nas sequências, porém no presente 
trabalho está apresentado o sequenciamento de apenas um clone como 
representativo de todos. Foi escolhido o que apresentou os picos de melhor 
aparência no processo de sequenciamento. 
 Sendo assim, a figura A7 mostra todo o alinhamento do clone 1 do vetor 
contendo o fragmento da ECA. Como se observa, não houve mutações no processo 
de clonagem ao se passar o inserto da região codificadora para a ECA, presente no 
vetor original peACE, para o vetor pcDNA3.1/hygro. 
 
  
Figura A7. Sequenciamento do clone 1 do inserto da ECA vetor pcDNA3.1/hygro. Os plasmídeos 
purificados por mini-prep foram sequenciados, utilizando-se dois conjuntos de primers (um deles 
flanqueando as extremidades 5’ e 3’ do inserto e outros, com complementaridades internas a ele). 
Não se observou mutação durante o processo de clonagem da ECA. 
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 Com isto, foi possível a construção do mapa do vetor pcDNA3.1 hygro-hECA, 
como mostra a figura A8. 
 
 
Figura A8. Representação esquemática do plasmídeo pcDNA3.1/hygro-hECA. Os plasmídeos 
purificados por mini-prep foram conferidos por sequenciamento e foi construído o mapa esquemático 
do vetor com o inserto da forma somática da ECA humana. 
 
 Após as análises de sequenciamento dos insertos no vetor pcDNA3.1/hygro, 
concluímos a sequência da região codificadora para a ECA estar de acordo com as 
bases de dados alinhadas e com ausência de mutações. Sendo assim, seguiu-se 
com o restante do processo de transfecção celular (Apêndice B). 
  
II. Construção do vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1 
 
pcDNA3.1 hygro-hECA
9,507 pb
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 - Clonagem dos receptores B1 de cininas 
 
 Concomitante aos ensaios de transfecção das células HUVEC com a forma 
somática da enzima conversora de angiotensina I, foram realizadas as etapas do 
processo de clonagem dos receptores B1 cininas humano, descritas a seguir. 
 
 - Obtenção da região codificadora de hBDKRB1  
 
 Amplificação com Taq DNA polimerase 
 
 No processo de clonagem, torna-se necessário o uso de enzimas de alta 
fidelidade (por ex, aquela obtida de Pyrococcus furiosus – Pfu) na etapa de 
amplificação do inserto (Vieille e Zeikus, 2001). Isto porque possuem atividade 
exonucleásica 3’-5’, o que permite corrigir erros introduzidos durante o processo de 
polimerização do DNA com uma taxa de erro de apenas 1.3 x 10-6 
mutação/pb/duplicação, aproximadamente 8 vezes mais precisa do que a Taq DNA 
polimerase (Kim e cols, 2008). No entanto, essa classe de enzimas tem um custo 
bastante elevado. 
 Portanto, mesmo considerando que a Taq DNA polimerase não tem esse tipo 
de atividade exonucleásica e incorpora cerca de um nucleotídeo incorreto a cada 
100 replicados, as primeiras PCRs foram desenvolvidas com o uso desta última para 
teste de funcionalidade e padronização de concentração dos primers, cDNA, etc. 
 Considerando que os receptores B1 de cininas são induzíveis (Marceau F e 
cols, 1998; Sangsree S e cols, 2003), dentre várias outras células provenientes de 
humano, as células AD293, uma linhagem proveniente de células HEK, mostraram-
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se eficientes em expressar os receptores B1, após estímulo apropriado. Sendo 
assim, seguiu-se o tratamento com LPS, indutor de inflamação, ou R838, agonista 
dos receptores B1, antes de proceder com novos testes para amplificação desses 
receptores. 
 Após extração do RNA total das células tratadas e sua transcrição reversa 
para cDNA, foi feita uma PCR para teste, não só de concentração de primers 
específicos para amplificação, mas também para verificação de qual tempo de 
estímulo teria sido suficiente para indução de tais receptores. Neste teste, utilizou-se 
o cDNA diluído 5 vezes. 
 A figura A9 mostra que houve amplificação dos receptores B1 de cininas 
somente após 72 h de estímulo com R838 e com primers na concentração de 5 µM. 
  
 
Figura A9. PCR para hBDKRB1 com Taq DNA polimerase. O cDNA foi reversamente transcrito do 
RNA total extraído de células AD293 tratadas com LPS (1 µg/mL) ou R838 (10
-5 
M) e submetido à 
PCR para teste de concentração de primers e tempos de estímulo para amplificação dos receptores 
de cininas B1. Observa-se amplificação somente após 72 h de estímulo com R838, utilizando-se 
primers a 5 µM. Corrida em gel de agarose 1 %; “Bco” é o controle negativo da reação, “M” 
corresponde ao marcador de peso molecular ProteoLadder 100 pb (Proteobras). 
  
M       Bco 12h     24h      48h     72h 12h      24h      48h     72h
LPS                                       R838 
LPS                                       R838 
M       Bco 12h     24h      48h     72h 12h      24h      48h     72h
~ 1200 pb
primers 5 µM
primers 10 µM
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 Uma vez que foi verificada a amplificação do receptor B1 após 72 h de 
estímulo, nova PCR foi feita, desta vez testando o cDNA concentrado, com o 
objetivo de melhorar a eficiência da amplificação e, consequentemente, da 
purificação. 
 Desta maneira, a figura A10 mostra que a banda de tamanho esperado (~ 
1200 pb) ficou mais visível com a utilização do cDNA concentrado, tanto com 
primers a 5 µM, como a 10 µM. 
 Pelo fato de que a PCR foi executada em touchdown, ou seja, com valores 
decrescentes de temperatura conforme a ciclagem, há surgimento de bandas 
inespecíficas. Porém, somente foram consideradas aquelas de tamanho esperado. 
 
 
Figura A10. PCR em touchdown para hBDKRB1 com Taq DNA polimerase. O cDNA foi 
reversamente transcrito do RNA total extraído de células AD293 tratadas 72 h com LPS (1 µg/mL) ou 
R838 (10
-5 
M) e submetido à PCR para amplificação dos receptores B1 de cininas. Observa-se 
amplificação eficiente com a utilização do cDNA concentrado, sob ambos estímulos e concentrações 
de primers. Corrida em gel de agarose 1 %; “Bco” é o controle negativo da reação, “1:5” é diluição do 
cDNA, “conc” é o cDNA concentrado, “M” corresponde ao marcador de peso molecular ProteoLadder 
100 pb (Proteobras). 
primers 10 µM
~ 1200 pb
~ 1200 pb
R838              LPS
M      conc 1:5    conc 1:5
primers 5 µM
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 Tendo concluído os testes de primers e cDNAs com a Taq DNA polimerase, 
seguiu-se com a amplificação dos insertos, utilizando a enzima de alta fidelidade 
para prosseguir com as etapas de clonagem dos receptores B1. 
 
 Amplificação com DNA polimerase de alta fidelidade 
 
 Foi utilizada a enzima AccuPrime™ Pfx SuperMix, para amplificar o inserto do 
receptor B1 de cininas humano. De maneira similar à amplificação com Taq DNA 
polimerase, foram utilizados os cDNAs concentrados provenientes do RNA total 
extraído de células AD293 tratadas com LPS ou R838 por 72 h e os primers 
específicos a 5 µM. A PCR foi feita em touchdown, cujo resultado pode ser 
observado na figura A11, em que há aparecimento da banda de tamanho esperado 
(~ 1200 pb) na canaleta correspondente ao tratamento com LPS. 
  
 
Figura A11. PCR em touchdown para hBDKRB1 com DNA polimerase de alta fidelidade. O 
cDNA foi reversamente transcrito do RNA total extraído de células AD293 tratadas 72 h com LPS (1 
µg/mL) ou R838 (10
-5 
M) e submetido à PCR para amplificação dos receptores B1 de cininas. 
Observa-se amplificação eficiente com a utilização do cDNA concentrado, sob estímulo de LPS. 
Corrida em gel de agarose 1 %; “Bco” é o controle negativo da reação, “M” corresponde ao marcador 
de peso molecular ProteoLadder 100 pb (Proteobras). 
 
~ 1200 pb
M            Bco R838          LPS
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 A banda foi rapidamente visualizada sob luz UV, para preservar o DNA, 
coletada do gel e purificada. 
  
 - Adição de sítios de restrição e sequência de Kozak aos insertos 
 
 Os fragmentos purificados, provenientes da amplificação dos insertos dos 
receptores B1 de cininas, foram submetidos à nova PCR, com a finalidade de se 
adicionar não só os sítios para endonuclease de restrição respectivas de cada 
extremidade, mas também a sequência de Kozak. Assim, eles estariam prontos para 
serem facilmente subclonados do vetor pGEM-T Easy, digeridos com as enzimas 
apropriadas e ainda teriam a sequência de Kozak antes do códon ATG da região 
codificadora do receptor, garantindo melhor eficiência na tradução dessas proteínas 
no vetor de expressão final. 
 Seguiram-se as PCRs, de maneira semelhante àquela já descrita, 
primeiramente testando-se os primers com Taq DNA polimerase e posteriormente 
com a utilização de DNA polimerase de alta fidelidade (Pfx). 
 Foram escolhidos três fragmentos do receptor, provenientes da amplificação, 
os quais estavam na concentração por volta de 5 ng/µL. 
 A figura A12, à esquerda, mostra que os primers desenhados foram 
adequados, já que houve amplificação de todos os fragmentos dos receptores B1 
considerados, tanto na concentração de primers de 5 µM como de 10 µM. 
 Já com o uso da enzima Pfx (figura A12, à direita), somente um dos 
fragmentos e em uma das concentrações de primers não foi amplificado. As demais 
bandas foram coletadas do gel e purificadas. 
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Figura A12. Adição de sítios para endonucleases de restrição e de sequência de Kozak nos 
insertos de hBDKRB1 com Taq e DNA polimerase de alta fidelidade. Os fragmentos purificados 
da amplificação dos receptores B1 de cininas foram submetidos à PCR para adição da sequência de 
Kozak e dos sítios de restrição para enzimas NheI (primer Fwd) e BamHI (primer Rev). Corrida em gel 
de agarose 1 %; “1”, “2” e “3” são diferentes fragmentos purificados provenientes da amplificação do 
inserto; “M” corresponde ao marcador de peso molecular ProteoLadder 100 pb (Proteobras). 
 
 
 - Subclonagem no vetor pGEM-T Easy 
 
 Os fragmentos dos insertos dos receptores B1 purificados da amplificação 
com Pfx como descrito no item anterior, após tratamento com dATP para gerar 
extremidades coesivas, foram submetidos à ligação ao vetor pGEM-T Easy, por 
ação da enzima T4 DNA ligase. 
 Foram utilizadas as razões de 2:1, 8:1 e 10:1 de inserto/vetor, sendo que a de 
2:1 foi mais eficiente em gerar colônias brancas, ou seja, aquelas que teoricamente 
continham o inserto. 
 Dentre as colônias brancas geradas, foram escolhidas cinco delas ao acaso, 
as quais foram submetidas à mini-prep e digestão com as enzimas NheI e BamHI, 
com a finalidade de se ter uma primeira confirmação da presença dos insertos no 
vetor. 
 Desse modo, a figura A13 mostra o resultado da digestão com tais enzimas. 
De modo geral, a ligação foi eficiente, ao passo que somente um dos clones 
escolhidos não continha o inserto. 
~ 1200 pb
M 1          2         3          1           2         3
primers 5 µM primers 10 µM
Taq DNA polimerase Pfx DNA polimerase
~ 1200 pb
M 1         2         3         1         2         3
primers 5 µM primers 10 µM
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Figura A13. Confirmação da ligação dos insertos dos receptores B1 de cininas no vetor 
pGEM-T-Easy. Os fragmentos purificados foram tratados com dATP e ligados ao vetor pGEM-T-
Easy, por ação da enzima T4 DNA ligase. A primeira confirmação do sucesso na ligação foi feita pela 
digestão dos plasmídeos, após purificação por mini-prep, com as enzimas de restrição apropriadas, 
como indicado na figura. Corrida em gel de agarose 1 %; os números representam diferentes clones 
plasmidiais; “M” corresponde ao marcador de peso molecular ProteoLadder 100 pb (Proteobras). 
 
 
 - Sequenciamento de pGEM-T Easy-hBDKRB1 
 
 Após a primeira constatação de que a ligação dos insertos dos receptores ao 
vetor pGEM-T Easy tinha sido eficiente, os quatro clones referentes ao receptor B1, 
foram submetidos a sequenciamento.  
 Da mesma forma como no caso da ECA, o procedimento foi executado tanto 
com a utilização de primers flanqueando as extremidades dos insertos, quanto com 
primers de complementaridade interna a eles. Com isso, garantiu-se o alinhamento 
de toda a extensão dos fragmentos clonados, podendo confirmar não só a 
sequência da região codificadora para os receptores, mas também a adição da 
sequência de Kozak e dos sítios para endonucleases de restrição. 
 Todos os clones mostraram-se corretos nas sequências, porém no presente 
trabalho está apresentado o sequenciamento de apenas um clone como 
pGEM-T Easy-hBDKRB1
NheI/BamHI
~ 1200 pb
~ 3015 pb
M              1              2               9              10             21          
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representativo de todos. Foi escolhido o que apresentou os picos de melhor 
aparência no processo de sequenciamento. 
 Sendo assim, a figura A14 mostra todo o alinhamento do clone 10 do vetor 
contendo o fragmento do receptor B1. Na parte superior desta figura, está mostrado 
o alinhamento da sequência em geral, apresentando os quatro primers utilizados. 
Como se observa, não houve mutações no processo de amplificação e clonagem do 
inserto da região codificadora para o receptor B1.  
 Ao meio, está o detalhamento da região 5’ do fragmento do receptor B1. Pode-
se observar que tanto a sequência de Kozak, como o sítio para a endonuclease de 
restrição NheI foram adicionados com sucesso e de forma correta durante o 
processo de amplificação.  
 De maneira semelhante, a parte inferior da figura A14 mostra o alinhamento 
detalhado da região 3’ de tal fragmento, demonstrando o sítio para a endonuclease 
de restrição BamHI corretamente adicionado. 
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Figura A14. Sequenciamento do clone 10 do inserto do receptor B1 de cininas no vetor pGEM
-
T-Easy. Os plasmídeos purificados por mini-prep foram sequenciados, utilizando-se dois conjuntos de 
primers (um deles flanqueando as extremidades 5’ e 3’ do inserto e outro, com complementaridade 
interna a ele). Não se observou mutação no processo de amplificação e clonagem do receptor B1. No 
detalhe da região 5’, observa-se correta adição tanto da sequência de Kozak, quanto do sítio para 
endonuclease de restrição NheI. Em 3’, observa-se correta adição do sítio para endonuclease de 
restrição BamHI. 
 
Visão geral
Região 5’
Região 3’
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  Com isto, foi possível a construção do mapa do vetor pGEM-T-Easy-
hBDKRB1, como mostra a figura A15. 
 
 
Figura A15. Representação esquemática do plasmídeo pGEM-T-Easy-hBDKRB1. Os 
plasmídeos purificados por mini-prep foram conferidos por sequenciamento e foi construído o mapa 
esquemático do vetor com o inserto do receptor B1. 
 
 Após as análises de sequenciamento dos insertos no vetor pGEM-T-Easy, 
concluímos que, além das sequências das regiões codificadoras para os receptores 
estarem de acordo com as bases de dados alinhadas e com ausência de mutações, 
todas as características necessárias para ligação no vetor de expressão estavam 
corretamente adicionadas. 
 Sendo assim, finalmente seguiu-se com o restante do processo de ligação ao 
vetor de expressão, pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro e posterior transfecção celular. 
 Com isto, os fragmentos, provenientes da digestão com as endonucleases de 
restrição apropriadas, foram coletados do gel e purificados. Concomitantemente, o 
pGEM-T Easy-hBDKRB1
4,097 pb
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vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro também foi digerido com as enzimas NheI/BamHI, 
presentes no inserto do receptor B1, além de ter sido coletado do gel e purificado 
para posterior reação de ligação. 
 
 - Ligação no vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro 
 
 Após confirmação do vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, uma vez que o 
mesmo foi gentilmente cedido pelo Dr. Marcelo Mori, professor da UNIFESP, pela 
digestão com a endonuclease de restrição HindIII (figura A16), a qual gerou os 
fragmentos com os padrões de peso molecular esperados (3437, 1702, 1122, 583 e 
553 pb), seguiu-se a ligação dos insertos no mesmo por ação da enzima T4 DNA 
ligase. 
 
 
Figura A16. Digestão do vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro com a enzima de restrição HindIII. O 
vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro foi submetido à digestão com a enzima HindIII a 37 °C por 5 
minutos, para sua confirmação. Como esperado, o padrão de bandas de peso molecular de 3437, 
1702, 1122, 583 e 553 pb pode ser observado no gel. Corrida em gel de agarose 1 %; “M” e “M” 
correspondem aos marcadores de peso molecular  DNA/Hind III Fragments (Life Technologies) e 
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific), respectivamente. 
 
 
M               vetor digerido             M
3437 pb
1702 pb
1122  pb
583 + 553 pb
Apêndice A 
 
133 
 
 Os insertos provenientes de pGEM-T-Easy-hBDKRB1 (clone 10), 
previamente liberados dos respectivos vetores pela digestão com as enzimas 
apropriadas para cada caso, coletados do gel, purificados e sequenciados, foram 
utilizados na construção dos vetores de expressão.  
 Foram utilizadas as razões de 8:1 e 10:1 de inserto/vetor, sendo que a de 
10:1 foi mais eficiente em gerar colônias, as quais foram aleatoriamente escolhidas, 
submetidas à mini-prep e digestão, com a finalidade de se ter uma primeira 
confirmação da presença do inserto no vetor. 
 
 
Figura A17. Confirmação da ligação dos insertos dos receptores B1 de cininas no vetor de 
expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro. Os fragmentos foram liberados do vetor pGEM-T-Easy, 
purificados e ligados ao vetor de expressão por ação da enzima T4 DNA ligase. A primeira 
confirmação do sucesso na ligação foi feita pela digestão dos plasmídeos, após purificação por mini-
prep, com as enzimas de restrição apropriadas, como indicado na figura. Corrida em gel de agarose 1 
%; os números representam diferentes clones plasmidiais; “M” corresponde ao marcador de peso 
molecular ProteoLadder 100 pb (Proteobras). 
 
 Desse modo, a figura A17 mostra que os processos de ligação e 
transformação bacteriana mostraram-se eficientes, sendo que apenas um dos 
clones escolhidos não continha o inserto. 
~ 1200  pb
7384  pb
M           M a           x              1           2           3         vetor  
fechado
pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1
NheI/BamHI
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 Subsequentemente, fez-se mais um processo de confirmação da inserção dos 
fragmentos no vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, digerindo-os com a 
endonuclease de restrição. 
 A figura A18 mostra um desenho esquemático dos sítios de restrição para a 
enzima HindIII no vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, onde, em amarelo, está 
mostrado um exemplo do local de inserção dos fragmentos em questão. Ao se 
observar o esquema, percebe-se que a enzima gera padrões de digestão de 
maneira distinta, quando se considera o vetor vazio ou na presença de algum 
inserto. 
 
 
Figura A18. Desenho esquemático do vetor pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro, com destaque para os 
sítios de restrição para a enzima HindIII. O padrão de bandas quando se considera o vetor vazio é 
de 3437, 1702, 1122, 583 e 553 pb. Quando há inserção dos fragmentos considerados, o padrão de 
digestão se altera.  
 
 
pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro
inserto
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 Sendo assim, após digestão com tal enzima, a figura A19 mostra o padrão de 
digestão dos plasmídeos, os quais apresentaram o padrão de bandas esperado de 
quando há inserção do fragmento considerado. 
 
 
Figura A19. Digestão de pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1 com a enzima de restrição 
HindIII. Os vetores foram submetidos à digestão com a enzima HindIII a 37 °C por 5 minutos, para 
sua confirmação. Como esperado, o padrão de bandas quando se considera o vetor vazio é de 3437, 
1702, 1122, 583 e 553 pb; já no caso em que os insertos estão presentes, há surgimento da banda 
de tamanho ~ 2200 pb e ausência daquela de tamanho 1122 pb. Corrida em gel de agarose 1 %; 
“M” e “M” correspondem aos marcadores de peso molecular  DNA/Hind III Fragments (Life 
Technologies) e ProteoLadder 100 pb (Proteobras), respectivamente. 
 
 
 - Sequenciamento de pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1  
 
 Após constatação de que os vetores de expressão continham os insertos, 
pelos processos de digestão, procedeu-se o sequenciamento dos mesmos, para que 
finalmente pudessem ser transfectados em células HUVEC-ECA. 
 Em um primeiro momento, foram sequenciados 2 clones, que seriam 
imediatamente submetidos ao processo de transfecção, logo que fossem 
reconfirmadas suas sequências. 
583 + 553 pb
1122  pb
1702  pb
3424  pb
~ 2200  pb
x             1            2            3           M vetor       M
vazio
pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1
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 O sequenciamento foi executado tanto com os primers previamente utilizados 
na PCR, complementares às extremidades do inserto, quanto com primers de 
complementaridade interna a ele. Com isso, garantiu-se o alinhamento de toda a 
extensão dos fragmentos clonados, como anteriormente no caso do pGEM-T Easy, 
para a confirmação da integridade dos mesmos e inserção na direção correta no 
vetor. 
 Sendo assim, a figura A20 mostra todo o alinhamento do clone 1 do vetor 
pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro contendo o fragmento do receptor B1.  
 Na parte superior desta figura, está mostrado o alinhamento da sequência em 
geral, apresentando os quatro primers utilizados. Como se observa, há confirmação 
da região codificadora para o receptor B1 clonado.  
 As partes do meio e inferior da figura A20 mostram detalhamento das regiões 
5’ e 3’ do inserto, que permaneceu com a sequência de Kozak íntegra, além dos 
sítios para enzimas de restrição adicionados, inserindo-se corretamente no vetor de 
expressão. Pode-se notar o promotor do CMV imediatamente antes da região 5’ do 
inserto. 
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Figura A20. Sequenciamento do clone 1 do inserto do receptor B1 de cininas no vetor pCDH-
CMV-MCS-EF1-Puro. Os plasmídeos purificados por mini-prep foram sequenciados, utilizando-se 
dois conjuntos de primers (um deles flanqueando as extremidades 5’ e 3’ do inserto e outro, com 
complementaridade interna a ele). Confirmou-se a presença de forma íntegra e correta da região 
codificadora do clone 1 para receptor B1 de cininas. 
 
 Do mesmo modo, a figura A21 mostra todo o alinhamento do clone x do vetor 
pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro contendo o fragmento do receptor B1, igualmente 
íntegro e inserido de forma correta naquele plasmídeo. 
 
Visão geral
Região 5’
Região 3’
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Figura A21. Sequenciamento do clone x do inserto do receptor B1 de cininas no vetor pCDH-
CMV-MCS-EF1-Puro. Os plasmídeos purificados por mini-prep foram sequenciados, utilizando-se 
dois conjuntos de primers (um deles flanqueando as extremidades 5’ e 3’ do inserto e outro, com 
complementaridade interna a ele). Confirmou-se a presença de forma íntegra e correta da região 
codificadora do clone x para receptor B1 de cininas. 
 
 Assim, uma vez que os clones foram conferidos e estavam corretos, foi 
possível a construção do mapa do vetor de expressão pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-
hBDKRB1, como mostra a figura A22. 
 
Região 5’
Região 3’
Visão geral
Apêndice A 
 
139 
 
 
Figura A22. Representação esquemática do plasmídeo pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro-hBDKRB1. 
Os plasmídeos purificados por mini-prep foram conferidos por sequenciamento e foi construído o 
mapa esquemático do vetor de expressão contendo o inserto do receptor B1. 
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Apêndice B - Transfecção e caracterização das células HUVEC com ECA e 
receptores B1 
 
Transfecção permanente das células HUVEC 
 
 As células foram estavelmente transfectadas com os plasmídeos, contendo a 
região codificadora para a ECA humana e co-transfectadas com os receptores B1 de 
cininas. Os respectivos vetores vazios, utilizados em cada caso, foram fechados e 
transfectados nas células como controle negativo (HUVEC-mock). Para o 
procedimento, foi utilizado Attractene Transfection Reagent (QIAGEN).  
 No dia da transfecção, as células foram removidas das garrafas de cultura por 
meio de incubação com tripsina em pH 7.1 à temperatura ambiente, contadas e 
transferidas para placas de 12 poços, na quantidade de 1.5 x 105 células por poço, 
em 1.2 mL de meio RPMI  sem soro.  
 Para cada vetor a ser transfectado, foram preparadas soluções contendo 0.2, 
0.4 ou 0.8 μg de DNA, 3 μL de Attractene Transfection Reagent e 80 μL de meio 
RPMI sem soro por poço. Os conteúdos dos tubos foram homogeneizados e 
mantidos à temperatura ambiente por 15 min para formação dos complexos de 
transfecção. Cada complexo foi adicionado diretamente em seu respectivo poço 
contendo as células, gota a gota, homogeneizando lentamente. As células foram 
mantidas em estufa a 37 °C e 5 % CO2 em atmosfera úmida. Após 24 h, os meios 
foram trocados por meios suplementados, contendo 2 mg/mL de geneticina, para a 
seleção dos clones de interesse, ou seja, apenas aqueles que apresentarem o DNA 
do plasmídeo inserido. Os clones foram propagados, sempre na presença do 
antibiótico de seleção higromicina ou este e puromicina (no caso da co-transfecção), 
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a fim de gerar linhagens celulares estáveis com o DNA de interesse. Células 
expressando a forma recombinante de ECA foram designadas HUVEC-ECA e 
células co-trasfectadas foram designadas HUVEC-ECA/B1. Como controle, as 
células transfectadas apenas com os vetores vazios foram designadas HUVEC-
mock. 
 
Caracterização de clones positivos em células HUVEC transfectadas 
 
 - Expressão do RNAm para ECA e receptores B1 por qPCR 
 
 A expressão estável do gene para a ECA e receptores B1 em células HUVEC 
foi investigada, por PCR em tempo real, como descrito na metodologia no corpo da 
tese. 
 
 - Atividade da ECA com o substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH 
 
 Além disto, foi feito ensaio funcional para a verificação da expressão da ECA 
na membrana por meio da análise da atividade da enzima com substrato 
fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH, metodologia descrita no corpo da tese. 
 
 - Ensaio funcional dos receptores B1 de cininas por medida de Ca
2+ fente 
ao agonista des-Arg9-BK 
 
 Para medida da [Ca2+]i, foram utilizadas microplacas de 96 poços negras com 
fundo transparente (Nunc). Foram plaquadas 104 células por poço, 24 h antes da 
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realização do experimento. Para marcação das células, utilizou-se o fluoróforo Fluo-
4 Direct Calcium Assay Kit (Life Technologies) e procedeu-se de acordo com as 
instruções do fabricante. Após 1 h de incorporação do fluoróforo, na presença ou 
ausência do antagonista dos receptores B1 de cininas, R715, a 37 °C em estufa a 5 
% de CO2, a placa foi colocada no leitor automatizado de microplaca FlexStation3
 
(Molecular Devices). O Fluo-4 foi excitado a 490 nm e a fluorescência emitida foi 
detectada a 525 nm (Leon e cols, 2010). 
  
Resultados 
 
I. Caracterização de clones positivos de células HUVEC transfectadas com 
ECA 
 
 Posteriormente ao processo de clonagem da ECA e sequenciamento do 
vetor, as células HUVEC foram eficientemente transfectadas com a forma somática 
da ECA com a utilização de Attractene Transfection Reagent (QIAGEN). 
Consequentemente, as células HUVEC puderam ser escaneadas qualitativa e 
quantitativamente quanto à expressão gênica e atividade da ECA. 
 
 - Expressão gênica da ECA 
 
 Logo que as células HUVEC foram transfectadas com a ECA, o RNA total dos 
clones foi extraído, reversamente transcrito para cDNA, o qual foi analisado por PCR 
em tempo real com primers específicos. 
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 A figura B1 mostra a expressão gênica para aquela enzima nos diferentes 
grupos celulares. Percebe-se que os clones 2 e 3 de HUVEC-ECA tiveram sua 
expressão gênica significativamente aumentada em relação ao controles HUVEC-
WT (sem transfecção) e HUVEC-mock (transfectada com o vetor sem o inserto). 
 
 
Figura B1. Expressão gênica da ECA nas células HUVEC transfectadas com os vetores 
pcDNA3.1/hygro-hECA e vazio (mock). O RNA total foi extraído das células HUVEC, submetido à 
transcrição reversa e q PCR, utilizando-se o sistema SYBR Green. Foram utilizados os primers para 
os cDNA da ECA e ciclofilina (como controle endógeno). Há maior expressão gênica da ECA nos 
clones 2 e 3 das células HUVEC transfectadas com o vetor pcDNA3.1/hygro-hECA. Os resultados 
representam a média ± EPM do parâmetro 2
-∆Ct
, em triplicata. * P < 0,05 vs HUVEC-WT e HUVEC-
mock. 
 
 Mesmo tendo testado o mRNA para a enzima, torna-se necessária a análise 
da atividade da mesma, uma vez que pode ocorrer algum tipo de regulação entre os 
processos de transcrição e tradução, impedindo uma análise diretamente 
proporcional entre as expressões de mRNA e de proteína. 
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 - Atividade da ECA frente ao substrato fluorescente Abz–FRK(Dnp)P–OH 
 
 A atividade da ECA foi analisada para determinação da eficiência da 
transfecção feita nas células. Assim, foram escaneados os clones que apresentaram 
expressão da enzima. 
 De acordo com a figura B2, observa-se que, mesmo tendo expressão gênica 
da ECA nessas células (figura B1), apenas um dos clones transfectados com a 
enzima teve sua atividade significativamente maior que os grupos HUVEC-WT e 
HUVEC-mock.  
 
 
Figura B2. Atividade da ECA em células HUVEC transfectadas com os vetores 
pcDNA3.1/hygro-hECA e vazio (mock). A atividade da ECA na membrana das células foi avaliada, 
utilizando-se o substrato fluorescente Abz- FRK(Dnp)P-OH (10 µM/poço). A especificidade do ensaio 
foi confirmada pela a inibição da hidrólise do substrato, após pré-incubação com 2,5 µM de lisinopril. 
Os valores representam a média ± EPM do experimento, em triplicata. * P < 0.05, vs HUVEC-WT e 
HUVEC-mock. 
 
 O clone HUVEC-ECA 2 foi utilizado nos ensaios de co-transfecção com os 
receptores B1 de cininas. 
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II. Caracterização de clones positivos de células HUVEC-ECA transfectadas 
com o receptor B1 de cininas 
 
 Do mesmo modo que o anterior, as células HUVEC-ECA foram 
eficientemente co-transfectadas com os receptores B1, utilizando-se Attractene 
Transfection Reagent (QIAGEN). Assim, as células HUVEC-ECA puderam ser 
escaneadas qualitativa e quantitativamente quanto à expressão gênica e 
funcionalidade do receptor B1. 
  
 - Expressão gênica dos receptores B1 de cininas 
 
 Após a co-transfecção das células HUVEC-ECA com os receptores B1 de 
cininas ou vetor vazio, o RNA total dos clones foi extraído, reversamente transcrito 
para cDNA, o qual foi analisado por PCR em tempo real com primers específicos. 
 A figura B3 mostra a expressão gênica para os receptores B1 nos diferentes 
clones dos grupos celulares. Percebe-se que os quatro clones de células HUVEC-
ECA/B1 tiveram a expressão gênica do receptor significantemente aumentada em 
relação aos demais grupos HUVEC-WT (sem transfecção), HUVEC-ECA/mock (co-
transfectada com o vetor sem o inserto do B1) e  HUVEC-mock (transfectada com 
ambos os vetores sem os insertos). Assim, pode-se concluir que a transfecção foi 
eficiente e que foram obtidos clones que superexpressam o receptor B1 de cininas, 
além da ECA. 
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Figura B3. Expressão gênica do receptor B1 de cininas nas células HUVEC transfectadas com 
ECA. O RNA total foi extraído das células, submetido à transcrição reversa e PCR em tempo real, 
utilizando-se o sistema SYBR Green. Foram utilizados os primers específicos para os cDNAs do 
receptor B1 e ciclofilina (como controle endógeno). Há maior expressão gênica do receptor B1 de 
cininas nos quatro clones das células HUVEC-ECA co-transfectadas com o vetor pCDH-CMV-MCS-
EF1-Puro-hBDKRB1. Os resultados representam a média ± EPM do parâmetro 2
-∆Ct
, em triplicata. ** P 
< 0.01 e *** P < 0.001 vs demais grupos. 
  
 Mesmo tendo testado o mRNA para o receptor B1, verificando-se sua maior 
expressão gênica no grupo de interesse, torna-se necessária a análise funcional 
desse receptor, uma vez que pode ocorrer algum tipo de regulação entre os 
processos de transcrição e tradução, impedindo uma análise diretamente 
proporcional entre as expressões de mRNA e de proteína. 
 
 - Ensaio funcional dos receptores B1 de cininas por medida de Ca
2+ 
frente ao agonista des-Arg9-BK 
 
 Ainda que se tenha visto aumento da expressão gênica dos receptores B1 de 
cininas nas células HUVEC-ECA/B1, a funcionalidade dos receptores foi verificada 
para determinação da eficiência da co-transfecção feita nas células. Assim, foram 
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escaneados os clones que apresentaram aumento de cálcio intracelular, frente à 
administração do agonistas dos receptores B1, des-Arg
9-BK, em leitor automatizado 
de microplaca FlexStation. 
 De acordo com a figura B4, observa-se que todos os quatro clones de 
HUVEC-ECA co-transfectados com os receptores B1 de cininas tiveram aumento 
significativo de cálcio intracelular frente ao agonista de tais receptores, cuja 
sinalização foi abolida após bloqueio com seu antagonista específico, R715. 
 
 
Figura B4. Ensaio funcional do receptor B1 de cininas nas células HUVEC-ECA/B1, frente ao 
agonista des-Arg
9
-BK. As células HUVEC foram plaqueadas e incubadas com o fluoróforo Fluo-4 
por 1 h a 37 °C. A seguir, foram estimuladas com des-Arg
9
-BK (1 μM) na presença ou ausência do 
antagonista específico do receptor B1, R715. O ensaio foi feito em fluorímetro automatizado 
FlexStation. Os valores representam a resposta máxima de liberação de cálcio frente ao agonista, 
normalizada em relação à ionomicina. Os resultados representam a média ± EPM do experimento em 
triplicata; *** P < 0.001 vs demais grupos. 
 
 
 Portanto, após os testes de presença e funcionalidade da ECA e dos 
receptores B1 de cininas nas células HUVEC transfectadas, o modelo artificial estava 
pronto para ser testado, em relação à modulação da enzima.  
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